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(54) Title: RETROPEPTIDES, ANTIBODIES THERETO, AND USES THEREOF FOR VACCINATION AND IN VITRO DIAGNOSIS 

(54) Titre: RETROPEPTIDES, ANTICORPS DIRIGES CONTRE CES DERNIERS, ET LEURS UTILISATIONS POUR LA VACCINA- 
TION ET LE DIAGNOSTIC fN VITRO 

(57) Abstract 

The invention discloses the use of (1) peptide compounds in which at least one and advantageously all of the -CO-NH- bonds in the 
peptide chain of the corresponding parent peptide (comprising no -NH-CO- bond in its peptide chain) is (are) replaced with one or more 
-NH-CO- bonds, the chirality of every aminoacyl residue, whether or not it contributes to the one or more above-mentioned -NH-CO- bonds, 
being either maintained or reversed relative to the corresponding aminoacyl residues constituting said parent peptide, said peptide compounds 
also being known as immunoretroids; or (2) antibodies to said immunoretroids (anti-immunoretroid antibodies); said immunoretroids being 
capable of forming a complex with said anti-immunoretroid antibodies as well as with antibodies to the parent proteins or peptides (known 
as anti-parent antibodies), and/or to the enantiomers of such parent proteins or peptides; for preparing a drug which is particularly useful 
for treating or preventing diseases related to the presence in the body of an individual of an exogenous or endogenous protein capable of 
being recognised by the above-mentioned anti-parent or anti-immunoretroid antibodies. 

(57) Abrege* 

LMnvention a pour objet Tutilisation: de composes du type peptidique, dont l'une au moins des liaisons -CO-NH-, et avantageusement 
toutes les liaisons -CO-NH-, de la chaTne peptidique du peptide parent correspondant, (ne comportant pas de liaison -NH-CO- dans sa chaine 
peptidique), est (sont) remplacee(s) par une (des) liaison(s) -NH-CO-, la chiralite de chaque r£sidu aminoacyle, qu'il soit implique* ou non dans 
une ou plusieurs liaisons -NH-CO- susmentionnees, etant soit conserved, soit inversee par rapport aux residus aminoacyles correspondants 
constituant ledit peptide parent, ces composed du type peptidique etant encore designes immunoretroides; ou d'anticorps dirig^s contre les 
susdits immunoretroides (anticorps anti -immunoretroides), lesdits immunoretroides etant susceptibles de former un complexe avec les susdits 
anticorps anti-immunoretroides ainsi qu'avec les anticorps dirig^s contre les peptides ou prolines parents (designes anticorps anti-parents), 
et/ou contre les enantiomeres de ces peptides ou prote"ines parents; pour la preparation: d'un medicament notamment destine a la prevention 
ou au traitement de pathologies associees a la presence, dans Torganisme d'un individu, d'une proteine exogene ou endogene, susceptible 
d'etre reconnue par les anticorps anti-immunoretroides ou anti-parents susmentionnes. 
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RETROPEPTEDES, ANTICORPS DIRIGES CONTRE CES DERNIERS, ET 
LEURS UTILISATIONS POUR LA VACCINATION ET LE DIAGNOSTIC 
IN VITRO 



La presente invention a pour objet des retropeptides, ainsi que des anticorps 
diriges contre ces derniers, et leurs utilisations, principalement dans le doraaine 
de la preparation de compositions pharmaceutiques, notamment de vaccins, et 
pour le diagnostic in vitro de diverses pathologies. 

Le developpement des neuropeptides, des hormones peptidiques et des 
antibiotiques a base de peptides, ou des vaccins synthetiques a base de peptides, 
est fortement perturbe par la grande sensibilite des peptides vis a vis de la 
proteolyse qui limite, entre autres, 1* administration orale et parenterale. 

Pendant de nomb reuses annees, on s'est attache a la synthese d' analogues 
peptidiques, afm de rechercher des peptides mimant les peptides ou proteines 
naturels et presentant une activite et une demie vie biologique accrues par rapport 
a ces derniers. A titre d'exemple, des analogues peptidiques ont ete obtenus par 
remplacement des acides amines L du peptide naturel par les acides amines D 
correspondants, ou par des residus non naturels (par exemple sarcosine et P- 
alanine), ou encore par modification des liaisons peptidiques du peptide naturel 
(Chorev, M. & Goodman, M. (1993), Acc. Chem. Res. 26, 266-273; Marraud et 
al., (1993), Biopolymers, 33, 1135-1148). 

Ces modifications donnent des pseudopeptides ou des peptides mimant les 
peptides ou proteines naturels (on parlera encore de peptidomimetiques) avec une 
stabilite metabolique superieure a celle de ces derniers, puisque la plupart des 
proteases naturelles ne peuvent pas cliver les aminoacides D, et les liaisons non 
peptidiques. 

Le probleme majeur que Ton rencontre avec de tels pseudopeptides, est 
celui de la conservation de leur activite biologique par rapport a celle du peptide 
naturel, ou de la proteine naturelle, quails sont supposes mimer. 

Recemment, la forme D de la protease HTV-1 a ete synthetisee (De L. 
Milton et al., (1992), Science, 256, 1445-1448). Comme on pouvait s*y attendre, 
la proteine enantiomere montrait une specificite chirale reciproque de sone que 
1' enzyme etait incapable de cliver le substrat normal L, mais hydrolysait son 
enantiomere D. 

Au contraire, Wen et Laursen (Wen, D. & Laursen, R.A., (1993), FEBS 
Lett., 317, 31-34) ont montre qu'a la fois la forme D et L d'un polypeptide anti- 
givrant a-helicoi*dal se iient aussi bien au meme substrat de glace achirale, tandis 
que Wade et al. (Wade et al., (1990), Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 87, 4761- 
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4765) ont trouve que les enantiomeres L et D de plusieurs antibiotiques formant 

des canaux etaient tout aussi actifs l'un que i'autre. 

Les peptides modifies pourraient etre utiles comme vaccins potentiels 

synthetiques s'ils pouvaient induire la formation d'anticorps qui reconnaissent les 
i structures antigeniques non modifiees du pathogene correspondant et neutralised 

son caractere infectieux. 

Toutefois, en comparaison avec le travail considerable effectue jusqu'a ce 

jour dans le domaine de la production d'anticorps diriges contre des proteines 

naturelles, ou contre des peptides synthetiques issus de ces dernieres, et de 
3 1' etude des reactions croisees entre de tels anticorps et ces proteines ou peptides 

naturels, on en connait peu sur la reponse immunitaire contre des analogues 

peptidiques, en particulier contre les peptides D et les peptides contenant des 

liaisons modifiees. 

Plusieurs auteurs ont affirme que les pseudopeptides possedent 
5 probablement tres peu ou pas d'immunogenicite, puisqu'ils ne pouvaient pas etre 
transformes et presentes aux molecules du complexe majeur d' histocompatibility 
(CMH) pour etre reconnus par les cellules T auxiliaires ou par les lymphocytes T 
cytotoxiques. C'est ainsi que Dintzis et al. (8) ont recemment decrit que 
l'enantiomere L de la rubrexodine induit une forte reponse immunitaire par 
10 production d'immunoglobulines d'isotype G (IgG), tandis que la proteine 
correspondante constitute d'acides amines tous de configuration D, n' induit pas 
de reponse immunitaire. 

La presente invention a pour but de fournir des compositions 
pharmaceutiques, et plus particulierement des vaccins, comprenant des analogues 
25 peptidiques presentant une demi vie nettement superieure a celle des proteines 
naturelles, ou a celle des peptides de synthese issus ou non de ces proteines 
naturelles (ces proteines naturelles, ou peptides issus ou non de ces dernieres, 
etant encore designes dans ce qui suit par T expression "proteines ou peptides 
parents"), dont ils sont les analogues, tout en presentant une activite biologique, 
30 et plus particulierement immunologique, comparable, voire meme superieure, a 
celle des proteines ou peptides parents susmentionnes. 

La presente invention a egalement pour but de fournir des methodes de 
diagnostic in vitro de pathologies associees a la presence dans Torganisme d'un 
individu de proteines endogenes ou exogenes, ces methodes etant realisees a 
35 l'aide d' analogues peptidiques tels que definis ci-dessus, et presentant l'avantage 
d'etre plus performants que les methodes de diagnostic actuelles realisees a Taide 
des peptides ou proteines parents. La presente invention a done notamment pour 
but de fournir de nouveaux kits pour la mise en oeuvre de telles methodes de 
diagnostic. 
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La presente invention a principaiement pour objet 1' utilisation 

* de composes du type peptidique (encore designes analogues 
peptidiques, ou pseudopeptides, ou peptidomimetiques), 



dont Tune au moins des liaisons -CO-NH-, et avantageusement 
toutes les liaisons -CO-NH-, de la chaine peptidique du peptide 
parent correspondant, (ne comportant pas de liaison -NH-CO- 
dans sa chaine peptidique), est (sont) remplacee(s) par une (des) 
liaison(s) -NH-CO-, 

la chiralite de chaque residu aminoacyle, qu'il soit implique ou 
non dans une ou plusieurs liaisons -NH-CO- susmentionnees, 
etant soit conservee, soit inversee par rapport aux residus 
aminoacyles correspondants constituant ledit peptide parent, 
ces composes du type peptidique etant encore designes 
immunoretroides, ou 



* d'anticorps diriges contre les susdits immunoretroides (anticorps anti- 
immunoretroides), 

lesdits immunoretroides etant susceptibles de former un complexe avec les 
susdits anticorps anti-immunoretroides ainsi qu'avec les anticorps diriges contre 
les peptides ou proteines parents (designes anticorps anti-parents), et/ou contre 
les enantiomeres de ces peptides ou proteines parents, 

pour la preparation: 

- d'un medicament destine a la prevention ou au traitement de 
pathologies associees a la presence, dans 1'organisme d'un individu, d'une 
proteine exogene ou endogene, susceptible d'etre reconnue par les anticorps anti- 
immunoretroides ou anti-parents susmentionnes, ou 

- d'un medicament destine a la prevention ou au traitement de 
pathologies impliquant les molecules du complexe majeur d^stocompatibilite 
et/ou les recepteurs des cellules T, 

- d'un medicament destine a la prevention ou au traitement de 
pathologies associees a la presence dans 1'organisme d'un individu d'un 
anticorps, dirige contre une proteine endogene ou exogene, susceptible d'etre 
reconnu par un susdit immunoretroide, 

ou pour la mise en oeuvre d'une methode de diagnostic in vitro des 
pathologies susmentionnees. 

Comme nous Tavons deja vu precedemment, il faut entendre par 
1' expression "peptide parent" susmentionnee, 

- soit un peptide existant tel quel a l'etat naturel, notamment dans un micro- 
organisme ou dans un organisme superieur (notamment dans Torganisme 
humain), 
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- soit tout peptide d'interet immunologique obtenu par synthese peptidique, 

- soit un peptide issu d'une proteine telle qu'elle existe a l'etat naturel dans 
les organismes susmentionnes, notamment par fragmentation de ladite proteine 

* 

(notamment a I'aide de proteases appropriees, puis purification du peptide en , 
5 question), ou par synthese peptidique (selon les methodes classiquement utiiisees 
dans ce domaine) 

- soit un peptide issu d'une proteine telle quelle existe a l'etat naturel mais 
dont I'activite immunologique a ete modifiee, conservee ou optimisee par 
remplacement de certains amino acides de la sequence naturelle, par exemple a la 

10 suite d'un criblage d'une librairie de peptides analogues obtenue par synthese 
peptidique. 

II va de soi que les liaisons -CO-NH- et -NH-CO- doivent etre prises en 
compte dans ce qui precede et ce qui suit, dans le sens de la chaine peptidique 
parente allant de 1'extremite amino terminale (N-terminale) vers 1'extremite 

15 carboxy terminale (C -terminale). 

Les immunoretroides utilises dans 1' invention peuvent etre lineaires ou 
cy cliques ou branches. 

Les immunoretroides utilises dans le cadre de la presente invention sont des 
composes constitues d'une chaine peptidique dans laquelle Tun au moins des 

20 residus, ce residu etant, le cas echeant, de chiraiite opposee a celle du residu 
aminoacyle lui correspondant dans la chaine peptidique du peptide parent, est lie 
a au moins un de ses residus voisins par une liaison -NH-CO-, ladite chaine 
peptidique comportant, le cas echeant, un ou plusieurs aminoacyles de chiraiite 
opposee a celle du residu aminoacyle lui correspondant dans la chaine peptidique 

25 du peptide parent, les extremites amino et carboxy terminales pouvant etre, 
independamment Tune de l'autre, soit identiques aux extremites N et C- 
terminales du peptide parent correspondant, soit differentes de ces dernieres 
extremites. 

Par residu, on entend un groupe de formule -X-CH(R)-Y-, dans laquelle X 
30 et Y sont identiques ou differents Tun de l'autre et sont choisis parmi -NH- ou 
CO-. Par residu, on designe done soit un residu aminoacyle, soit un derive 
d' aminoacyle dans lequel les extremites terminales ne sont pas celles d'un residu 
aminoacyle. 

A titre d' illustration, les immunoretroides utilises dans le cadre de la 
35 presente invention sont ceux derivant des peptides parents qui repondent a la > 
formule (I) suivante: 

X-AA1-(AA2 AAn-l)j-AAn-Y (I) 

dans laquelle: 
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- AA1 represente un residu aminoacyle pouvant etre desamine et dont la 
fonction amine en a, si elle existe, peut etre protegee par un groupement X, X 
representant P-, R- ou RCO- 

- i = 0 ou 1 , 

5 - n represente 2 lorsque i = 0, et n represente un nombre entier allant de 3 

a 1000, et de preference de 5 a 100, lorsque i = 1, etant entendu que lorsque 
n = 3, l'immunoretroYde correspondant repond a la formule AA1-AA2-AA3, 

- AAn represente un residu aminoacyle pouvant etre decarboxyle dont la 
fonction acide en a, si elle existe, est protegee eventuellement par un groupement 

10 Y, Y etant de type ester: -OR ou amide -NH 2 , ou -NRR\ 

les groupements R, R' pouvant representer des atomes d'hydrogene, des 
radicaux alkyle de 1 a 25 atomes de carbone, des radicaux contenant un groupe 
allyle et ayant de 3 a 25 atomes de carbone ou des radicaux contenant un groupe 
aryle et ayant de 6 a 25 atomes de carbone, et notamment -CH3 (methyl), 
15 CH 2 CH 3 (ethyl), -CH(CH 3 ) 2 (isopropyl), -C(CH 3 ) 3 (tertio-butyl), -c£> (phenyl), 
-CH 2 0 (benzyl), -CH 2 -CH 2 0 (2-phenyl-ethyl), -CH 2 CHCH 2 (allyl), methyl- 
fluorenyl, -CH 2 CONH 2 (glycolamide), -CH 2 CON0 2 (benzhydrylglycolamide), 
cette liste n'etant pas limitative, 

le groupement P etant de type urethane (Boc (tertbutyloxycarbonyl), Fmoc 
20 (fluorenylmethyloxycarbonyl), Z (benzyloxycarbonyl), CH 2 CHCH 2 OCO- 
(allyloxycarbonyl) ou autre), 

et dans ces peptides parents de formule (I), Tune au mo ins des liaisons 
entre deux residus aminoacyles de la formule I etant une liaison -NH-CO-, et le 
cas echeant, l'un au moins des residus aminoacyles AA1 a AAn etant de chiralite 
25 opposee a celle du residu aminoacyle correspondant dans le peptide parent. 

Dans les peptides utilises dans le cadre de la presente invention, les liaisons 
-NH-CO- qui remplacent les liaisons -CO-NH- du peptide parent correspondant 
peuvent etre a n'importe quel endroit du peptide, et peuvent remplacer soit un - 
CO-NH- correspondant a un site de coupure aux proteases, soit un -CO-NH- ne 
30 correspondant pas a un tel site. 

Les liaisons -NH-CO- qui remplacent les liaisons -CO-NH- sont 
avantageusement celles qui interagissent avec le recepteur du peptide (anticorps, 
MHC, recepteur T). 

Selon un mode de realisation avantageux de T invention, les 
35 immunoretroi'des repondent de preference a la formule (II) suivante: 
A-CH(Ri)-NH-[CO-CH(R k )-NH]j„i-CO-CH(Rj + i)-B (II) 
dans laquelle: 

" Ri» Rk> Rj + 1 representent les chaines laterales des residus impliques dans 
une ou plusieurs liaisons -NH-CO, 
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- le nombre total de residus de la sequence est fixe anoun est un nombre 
entier superieur a 1, et de preference de 3 a 1000, de preference de 3 a 100, 

- i, j, k, sont des parametres entiers definis de la fa?on suivante: 

1 < i <j < n. 

5 k = 0sii=jetk prend les valeurs i + 1 a j, 

quatre cas de figure pouvant se presenter concernant la nature des blocs A 

et B: 



U i = 1 et j + 1 = n: 

10 A = H-, H 2 N-, P-HN-, RR'N-, H 2 NCO-, RR'NCO-, RCO- 

B = H-, -COOH, -COOR, -CONH 2 , -CONRR', -NHCOR. 

21 i = 1 et j + 1 *n; 

A = H-, H 2 N-, P-HN-, RR'N-, H 2 NCO-, RR'NCO-, RCO- 
15 B = -CO-NH-CH(Rj +2 )-CO-...-NH-CH(R n )-CO-Y 

avec Y = -OH, -OR, -NH 2 , -NRR\ 

21 i * 1 et j + 1 = n: 

A = X-HN-CH(R 1 )-CO-...-NH-CH(R i . 1 )CO-NH- 
20 avec X = H-, P-, R-, RCO- 

B = H-, -COOH, -COOR, -CONH 2 , -CONRR', -NHCOR. 

M j * l et j + 1 * n; 

A = X-HN-CH(Ri)-CO-...-NH-CH(R i . 1 )CO-NH- 
25 avec X = H-, P-, R-, RCO- 

B = -CO-NH-CH(Rj+2>CO-...-NH-CH(R n )-CO-Y 
avec Y = -OH, -OR, -NH 2f -NRR\ 

les groupements R, R' pouvant representer des atomes d'hydrogene, des 
30 radicaux alkyle de 1 a 25 atomes de carbone, des radicaux contenant un groupe 
allyle et ay ant de 3 a 25 atomes de carbone ou des radicaux contenant un groupe 
aryle et ay ant 6 a 25 atomes de carbone, et notamment -CH3 (methyl), -CH2CH3 
(ethyl), -CH(CH 3 ) 2 (isopropyl), -C(CH3)3 (tertio-butyl), -<D (phenyl), -CH2O 
(benzyl), -CH 2 -CH 2 <I> (2-phenyl-ethyl), -CH 2 CHCH 2 (allyl), methyl-fluorenyl, - 
35 CH2CONH2 (glycolamide), -CH2CONO2 (benzhydrylglycolamide), cette liste 
n'etant pas limitative, 

le groupement P etant de type urethane (Boc (tertbutyloxycarbonyl), Fmoc 
(fluorenylmethy loxycarbony 1) , Z (benzy loxycarbony 1) , CH2CHCH2OCO- 
(allyloxycarbonyl) ou autre), 
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la chiralite de chaque residu, qu'il soit implique ou non dans une ou 
plusieurs liaisons -NH-CO-, etant soit conservee, soit inversee par rapport aux 
residus aminoacyles correspondants constituant le peptide parent. 

Lorsque i = 1 et j-f-l = n, toutes les liaisons sont des liaisons -NH-CO-. 
5 Lorsque i = 1 et j + 1 * n, les liaisons -NH-CO- sont du cote N-terminal. 

Lorsque i * 1 et j + 1 * n, les liaisons -NH-CO- sont du cote C-terminal. 

Lorsque i * 1 et j + 1 * n, les liaisons -NH-CO- ne sont ni du cote N- 
terminal, ni du cote C-terminal. 

Le nombre de liaisons -NH-CO- est egal a j-i-h L 
10 De fagon avantageuse, le nombre de liaisons -NH-CO- est au moins egal a 

2 . 

L* invention a plus particulierement pour objet l'utilisation susmentionnee a 
titre d'immunoretroi'des, de peptides retro-inverso. 

Par peptides retro-inverso, il faut entendre tout peptide et analogue 

15 peptidique repondant a la definition donnee ci-dessus des immunoretroldes 
utilises dans le cadre de la presente invention, ledit peptide etant plus 
particulierement constitue d'une chaine peptidique dans laquelle Tun au moins 
des residus d'une part est lie a au moins un residu voisin par une liaison -NH- 
CO-, et d f autre part s*il s'agit d'un residu aminoacyle, est de chiralite opposee a 

20 celle de ce meme residu aminoacyle dans la chaine peptidique du peptide parent. 

Les peptides retro-inverso utilises dans le cadre de la presente invention 
sont plus particulierement ceux tels que definis ci-dessus, et repondant a la 
formule (II) susmentionnee, dans laquelle Tun au moins des residus est lie a au 
moins un de ses residus voisins par une liaison -NH-CO-, et s'il s'agit d'un 

25 residu aminoacyle est de chiralite opposee a celle du residu aminoacyle 
correspondant dans le peptide parent. 

Ces peptides retro-inverso susmentionnes sont: 

* soit des peptides partiellement retro-inverso, a savoir: 
30 a) soit des peptides partiellement retro-totalement in verso, c'est-a-dire 

dont seulement une ou plusieurs, mais non la totalite, des liaisons entre les 
residus, est (sont) une (des) liaison(s) -NH-CO-, et dont la totalite des residus 
aminoacyles lie(s) a au moins un residu voisin par une liaison -NH-CO- est (sont) 
de chiralite opposee a celle du residu aminoacyle correspondant dans le peptide 
35 parent, 

b) soit des peptides partiellement retro-partiellement inverse, c'est-a-dire 
dont seulement une ou plusieurs, mais non la totalite, des liaisons entre les 
residus, est (sont) une (des) liaison(s) -NH-CO-, et dont au moins un, mais non la 
totalite, des residus aminoacyles lie(s) a au moins un residu voisin par une liaison 
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-NH-CO- est (sont) de chiralite opposee a celle du residu aminoacyle 
correspondant dans le peptide parent, 

ces deux types de peptides partiellement retro-inverso etant representes par la 
formule (II) et plus particulierement decrits par les cas de figure 2, 3, 4 qui s'y 
rapportent, 

* soit des peptides totalement retro-partiellement inverso, c'est-a-dire 
dont la totalite des liaisons entre les residus, est (sont) une (des) liaison(s) -NH- 
CO-, et dont au moins un, mais pas la totalite des residus aminoacyles lie(s) a au 
moins un residu voisin par une liaison -NH-CO- est (sont) de chiralite opposee a 
celle du residu aminoacyle correspondant dans le peptide parent, 

* soit des peptides totalement retro-inverso, c'est-a-dire dont la totalite 
des liaisons entre les residus, sont des liaisons -NH-CO-, et dont la totalite des 
residus aminoacyles de la chaine peptidique de ces peptides retro-inverso, sont de 
chiralite opposee a celle de leurs residus aminoacyles correspondants dans le 
peptide parent. 

Ces deux derniers types de peptides retro-inverso sont representes par la 
formule (II) et sont plus particulierement decrits par le cas de figure 1 qui s'y 
rapporte. 

Avantageusement, les peptides retro-inverso utilises dans le cadre de la 
presente invention sont totalement retro-inverso. 

Une autre classe avantageuse de peptides retro-inverso utilises dans le cadre 
de T invention ont au moins deux liaisons "retro-inverso" consecutives. 

L* invention a plus particulierement pour objet 1'utilisation susmentionnee a 
titre d'immunoretroi'des, de peptides retro. 

Par peptide retro, il faut entendre tout peptide repondant a la definition 
donnee ci-dessus des immunoretroides utilises dans le cadre de la presente 
invention, ledit peptide etant plus particulierement constitue d'une chaine 
peptidique dans laquelle Tun au moins des residus, est lie a au moins un residu 
voisin par une liaison -NH-CO-, la chiralite de la totalite des residus aminoacyles 
impliques dans au moins une liaison -NH-CO- etant conservee par rapport au 
residu correspondant de la chaine peptidique du peptide parent. 

Les peptides retro utilises dans le cadre de la presente invention sont plus 
particulierement ceux tels que definis ci-dessus, et repondant a la formule (II) 
susmentionnee, dans laquelle Tun au moins des residus, est lie a au moins un 
residu voisin par une liaison -NH-CO-. 

Les peptides retro susmentionnes sont: 

- soit des peptides partiellement retro, representes par la formule (II) et plus 
particulierement decrits par les cas de figure 2, 3, 4 qui s'y rapportent, c'est-a- 
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dire dont seulement une ou plusieurs, mais non la totalite, des liaisons entre les 
residus aminoacyles, est (sont) une (des) liaison(s) -NH-CO-, 

- soit des peptides totalement retro, representes par la formule (II) et plus 
particulierement decrits par le cas de figure 1 qui s'y rappone, c'est-a-dire dont 
la totalite des liaisons entre les residus aminoacyles, sont des liaisons -NH-CO-. 

Avantageusement, les peptides totalement retro utilises dans le cadre de la 
presente invention sont totalement retro. 

Une autre classe appropriee de peptides retro utilises dans T invention ont 
deux liaisons "retro" consecutives . 

Les pathologies susceptibles d'etre diagnostiquees ou traitees a I'aide de 
compositions pharmaceutiques a base d'immunoretroldes dans le cadre de la 
presente invention, sont principalement des pathologies d'origine virale ou 
bacterienne, ou sont des pathologies auto-immunes, ou encore des maladies 
neurodegeneratives . 

Parmi les maladies d'origine virale susceptibles d'etre diagnostiquees ou 
traitees dans le cadre de la presente invention, on peut citer: 

- le SID A provoque par le virus de rimmuno-deficience humaine HIV1 et 



HIV2, 

- la paraplegie associee a HTVL-1, ou la leucemie a cellules T de l'adulte, 



provoquee par le virus de la leucemie humaine a cellules T (virus HTLV), 

- infections provoquees par le virus respiratoire syncitial, 

- infections provoquees par le virus coxsakie, par exemple meningites 
aigues lymphocytaires, 

- infections provoquees par le virus d'Epstein-Barr, par exemple la 
mononucleose infectieuse, 

- infections provoquees par le cytomegalovirus, par exemple maladie des 
inclusions cytomegaliques, 

- herpes provoque par le virus de T herpes humain, 

- herpes provoque par le virus 6 de i'herpes simplex, 

- infections provoquees par le parvovirus B19 humain, par exemple gastro- 
enterites infectieuses, 

- T hepatite B provoquee par le virus de l f hepatite B, 

- 1' hepatite C provoquee par le virus de 1' hepatite C, 

- la grippe provoquee par le virus influenza, 

- la rubeole provoquee par le virus de la rubeole, 

- infections provoquees par le virus de la Dengue, par exemple arboviroses, 

- rhumes, rhinites, coryza provoques par les rhino virus 

- la fievre aphteuse provoquee par le virus de la fievre aphteuse. 
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Parmi les principales maladies autoimmunes susceptibles d'etre traitees dans 
le cadre de la presente invention, on peut citer celles rassemblees dans le Tableau 
A qui suit. 

Tableau A 

5 Principales maladies autoimmunes (en allant de haut en bas, des maladies 

autoimmunes specifiques d'organes aux maladies autoimmunes non specifiques 
d'organes). 



Maladies 



Autoantigenes cibles 



10 



15 



20 
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30 



35 



Thyroidite de Hashimoto 
Maladie de Basedow 
Maladie d' Addison 
Insuffisance hypophysaire 
Gastrite de Biermer 



Certaines sterilites 
Diabete juvenile de type 1 
Syndrome de Goodpasture 

Myasthenic 

Rhumatisme articulaire aigu 
Pemphigus 

Pemphigoide bulleuse 

Dermatite herpetiforme 

Vitiligo 

Pelade 

Psoriasis 

Ophtalmie sympathique 
Uveite 

Syndrome de Guillain-Bare 
Sclerose en plaques 
Anemie hemolytique 
Purpura thrombopenique 
idiopathique 

Leucopenie idiopathique 
Cirrhose biliaire primitive 



Thyroglobuline, microsomes 

Recepteur TSH 

Corticosurrenale 

Hypophyse 

Cellule parietale de 

I'estomac 

Facteur intrinseque 

Spermatozoldes, ovaires 

Hots Langerhans, insuline 

Membrane basale 

glomerulaire 

Muscle strie, recepteur 

acetyl-choline 

Myocarde (streptocoques) 

Ponts intercellaires epiderme 

Membrane basale cutanee 

Gliadine, reticuline 

Melanocytes 

Follicule pileux 

Uvee 

Chambre anterieure de 1'oeil 

Myeline 
Hematies 

Plaquettes 

Granulocytes 

Mitochondries 
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Hepatite chronique active 
Rectocolite hemorragique 
Ileite de Crohn 

Syndrome de Gougerot- Sjogren 

Polyarthrite rhumatoide 

Dermatopolymyosite 

Sclerodermic 

Connectivite mixte 

Lupus erythemateux discoide 

Lupus erythemateux dissemine 



Muscle lisse, noyaux 

Colon (£". coli) 
Noyaux: SS-A, SS-B 
IgG, noyaux 
Noyaux: Jol, muscles 
Noyaux: Scl-70 
Noyaux: RNP 
Noyaux: 

Noyaux: ADN, antigene Sm 
Facteurs de coagulation 
Cardiol ipine, etc... 



L' invention a egaiement pour objet les anticorps diriges contre les 
15 immunoretroides selon T invention, encore designes anticorps anti- 
immunoretroides . 

Les anticorps anti-immunoretroi'des selon V invention sont des anticorps 
polyclonaux ou monoclonaux. 

Les anticorps polyclonaux susmentionnes sont obtenus par immunisation 
20 d'un animal avec au moins un immunoretroide selon V invention, suivie de la 
recuperation des anticorps recherches sous forme purifiee, par prelevement du 
serum dudit animal, et separation desdits anticorps des autres constituants du 
serum, notamment par chromatographic d'af finite sur une colonne sur laquelle est 
fixee un antigene specifiquement reconnu par les anticorps, notamment un 
25 immunoretroide selon V invention. 

Les anticorps monoclonaux selon 1* invention peuvent etre obtenus par la 
technique des hybridomes dont le principe general est rappele ci-apres. 

Dans un premier temps, on immunise un animal, generalement une souris, 
(ou des cellules en culture dans le cadre d' immunisations in vitro) avec un 
30 immunoretroide selon 1' invention, dont les lymphocytes B sont alors capables de 
produire des anticorps contre T immunoretroide et/ou contre cette proteine et/ou 
contre le peptide parent. Ces lymphocytes producteurs d* anticorps sont ensuite 
fiisionnes avec des cellules myelomateuses "immortelles" (murines dans 
l'exemple) pour donner lieu a des hybridomes. A partir du melange heterogene 
35 des cellules ainsi obtenu, on effectue alors une selection des cellules capables de 
produire un anticorps particulier et de se multiplier indefiniment. Chaque 
hybridome est multiplie sous la forme de clone, chacun conduisant a la 
production d*un anticorps monoclonal dont les proprietes de reconnaissance vis-a- 
vis de T immunoretroide de 1' invention pourront etre testees par exemple en 
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ELISA, par immunotransfert en une ou deux dimensions, en 

immunofluorescence, ou a l'aide d'un biocapteur. Les anticorps monoclonaux 

ainsi selectionnes, sont par la suite purifies notamment selon la technique de 

chromatographie d'affinite decrite ci-dessus. 
5 Les anticorps selon 1' invention, sont plus particulierement caracterises en ce 

qu'ils sont susceptibles de former un complexe avec des immunoretroides, et/ou 

avec les peptides ou proteines parents correspondant a ces derniers. 

A ce titre, 1' invention vise plus particulierement les anticorps tels que 

definis ci-dessus, et caracterises en ce qu'ils reconnaissent les peptides retro- 
10 inverso, et/ou les peptides ou proteines parents correspondants, notamment les 

peptides ou proteines parents de configuration L. 

L' invention a egalement plus particulierement pour objet les anticorps tels 

que definis ci-dessus, et caracterises en ce qu'ils reconnaissent les peptides retro, 

et/ou les enantiomeres des peptides ou proteines parents correspondants, 
15 notamment les enantiomeres des peptides ou proteines parents de configuration L. 

Les anticorps selon 1* invention sont plus particulierement caracterises 

encore, en ce qu'ils sont des anticorps protecteurs, a savoir des anticorps 

capables, lorsqu'ils sont administres dans l'organisme d'un individu porteur 

d'une proteine endogene ou exogene pathogene, ou lorsque leur formation est 
20 induite par administration dans 1'organisme de l'individu d'un immunoretroide 

selon V invention susceptible d'etre reconnu par de tels anticorps, de se lier a 

ladite proteine endogene ou exogene dans des conditions telles que le caractere 

pathogene associe a cette proteine soit ainsi neutralise. 

Les anticorps anti-immunoretroides de T invention reconnaissent le peptide 
25 parent ou la proteine parente avec une affinite au moins egale a celle presentee 

par les anticorps anti-peptide parent ou anti-proteine parente vis a vis du peptide 

parent ou de la proteine parente. 

Les anticorps anti-peptides ou anti-proteines parentes reconnaissent les 

immunoretroides utilises dans le cadre de 1' invention avec une affmite au moins 
30 egale a celle presentee par ces memes susdits anticorps vis a vis des peptides 

parents ou proteines parents correspondant a ces susdits immunoretroides. 

L' affinite dont il est question ci-dessus peut se mesurer par la constante 

d'affinite a l'equilibre Ka des complexes impliquant Tun des sus-dits anticorps 

avec Tun des sus-dits antigenes. 
35 L' invention concerne egalement les anti-idiotypes susceptibles de former un 

complexe avec les anticorps selon 1' invention, ces anti-idiotypes etant obtenus par 

immunisation d'un animal avec lesdits anticorps tels que definis ci-dessus selon 

1' invention. 
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L' invention a egalement plus particulierement pour objet les complexes 
antigene-anticorps formes entre les immunoretroldes selon 1' invention, ou leur 
peptide parent ou proteine parente et les anticorps tels que definis ci-dessus. 

A ce titre, 1* invention vise plus particulierement les complexes suivants: 



- peptide parent 



anticorps dirige contre 
un peptide retro-inverso 
correspondant au peptide parent 



10 



- proteine parente 



anticorps dirige contre un peptide 
retro-inverso correspondant a une 
sequence du peptide parent issu 
de la proteine parente 



15 



- proteine parente 



anticorps dirige contre un peptide 
retro correspondant a une 
sequence du peptide parent issu 
de la proteine parente 



20 



- peptide parent 



anticorps dirige contre un 
peptide retro correspondant a 
l'enantiomere du peptide parent 



25 



- peptide retro-inverso 
correspondant a un peptide 
parent 



anticorps dirige contre 
le peptide parent 



30 



- peptide retro-inverso 
correspondant a une sequence 
du peptide parent issu 
de la proteine parente 



anticorps dirige contre 
la proteine parente 



35 



- peptide retro-inverso 
correspondant a un peptide 
parent 



anticorps dirige contre 
un peptide retro-inverso 
correspondant au peptide parent 



- peptide retro-inverso 
correspondant a un peptide 
parent 



anticorps dirige contre un 
peptide retro correspondant a 
l'enantiomere du peptide parent 
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- enantiomere d'un 
peptide parent 



anticorps dirige contre un 

peptide retro correspondant 

a T enantiomere du peptide parent 
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- enantiomere d'un 
peptide parent 



- peptide retro correspondant - 
a une sequence du peptide parent 
issu de la proteine parente 

- peptide retro 
correspondant a 

T enantiomere d'un peptide 
parent 

- peptide retro correspondant - 
a 1' enantiomere 

d'un peptide parent 



anticorps dirige contre un peptide 
retro-inverso correspondant au 
peptide parent 

anticorps dirige contre 
la proteine parente 



anticorps dirige contre 

T enantiomere du peptide parent 



anticorps dirige contre un peptide 
retro-inverso correspondant au 
peptide parent 



anticorps dirige contre 

un peptide retro correspondant a 

1' enantiomere du peptide parent 



- peptide retro 
correspondant a 
1 ' enantiomere d'un peptide 
parent 

Des complexes antigene-anticorps particulierement preferes dans le cadre de 
T invention sont les suivants: 



- proteine parente 



- peptide parent 



35 



anticorps diriges contre un peptide 
retro-inverso correspondant a un 
peptide parent issu 
de la proteine parente 

anticorps dirige contre 
un peptide retro-inverso 
correspondant au peptide parent 



- peptide retro-inverso 
correspondant a un peptide 
parent 



anticorps dirige contre 
le peptide parent ou la 
proteine parente 
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- peptide retro-inverso - anticorps dirige contre 

correspondant a un peptide un peptide retro-inverso 

P arent correspondant au peptide parent 

Par peptide parent issu de la proteine parente, on designe une sequence de 
5 la proteine parente. 

II faut noter que 1'ensemble des complexes definis ci-dessus sont tels qu'ils 
presentent une stabilite au moins egale a celle de ces complexes, dans lesquels, 
lorsqu'intervient un immunoretroide, il est remplace par un peptide parent ou une 
proteine parente, et lorsqu'intervient un anticorps anti-immunoretroide, il est 

10 remplace par un anticorps anti-peptide parent ou anti-proteine parent. 

En particulier, les complexes peptides parents/proteines parentes-anticorps 
anti-immunoretroides sont au moins aussi stables que les complexes peptides 
parents/proteines parentes-anticorps diriges contre le peptide ou la proteine 
parente correspondant a ces susdits immunoretroides. 

15 II faut egalement noter que les complexes immunoretroides-anticorps 

diriges contre le peptide parent ou la proteine parente sont au moins aussi stables 
que les complexes correspondants dans lesquels les peptides immunoretroides 
sont remplaces par le peptide parent ou la proteine parente. 

De fa?on avantageuse, T invention a pour objet des complexes antigene - 

20 anticorps, dans lesquels r antigene est un immunoretroide et/ou T anticorps est 
dirige contre un immunoretroide, ayant une constante d'affinite superieure a la 
constante d'affinite presentee par les complexes antigene parent (c'est-a-dire 
peptide parent ou proteine parente)-anticorps vis a vis des antigenes parents 
(c'est-a-dire anticorps diriges contre le peptide parent ou la proteine parente). 

25 Selon un mode de realisation avantageux, 1* invention concerne les 

complexes antigene-anticorps dans lesquels 1' antigene est un immunoretroide (par 
exemple un retro-inverso) et I 1 anticorps est dirige contre le peptide parent ou la 
proteine parente (correspondant au susdit retro-inverso), ayant une constante 
d'affinite superieure a la constante d'affinite presentee par le complexe antigene- 

30 anticorps dans lequel 1* antigene est le peptide parent ou la proteine parente et 
1' anticorps est dirige contre le peptide parent ou la proteine parente. 

Afin de fixer les idees, Tordre de grandeur selon lequel "la constante 
d'affinite est superieure" peut varier d'environ 5 a environ 1000, en particulier 
d'environ 7 a environ 1000, avantageusement d'environ 10 a 1000, et notamment 

35 d'environ 10 a environ 100. 

L' invention concerne egalement les complexes entre un immunoretroide tel 
que defini ci-dessus, et une molecule du complexe majeur d'histocompatibilite 
(encore designe complexe CMH-immunoretroide). 
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En effet, la reponse immunitaire met en jeu la reconnaissance d'un antigene 
endogene ou exogene par des cellules specialisees. Pour etre reconnu, l'antigene 
doit etre initialement presente de fa?on adequate par des cellules presentatrices 
d' antigene (CPA). Alors que les lymphocytes B reconnaissent des epitopes portes 
par les antigenes intacts non modifies, la presentation de T antigene aux 
lymphocytes T est plus complexe dans la mesure ou T antigene est d'abord 
internalise par la cellule presentatrice, proteolyse, puis eventuellement reexprime 
a sa surface sous forme de fragments peptidiques en association avec les proteines 
du complexe majeur d' histocompatibility (CMH). Le lymphocyte T qui ne 
reconnait pas l'antigene natif, reconnait un fragment peptidique associe a une 
molecule CMH. 

Ces molecules CMH appartiennent a deux classes: I et II. 
Les molecules de classe I sont des glycoproteines transmembranaires 
constitutes d'une chaine lourde a polymorphe associee de fagon non covalente a 
une chaine legere non glycosylee P2m. Leur structure cristallographique a ete 
resolue (Bjorkman et al. (1987), Nature, 329: 506-512), et montre la presence 
d'un sillon formant le site de presentation du peptide dont le fond est compose de 
huit feuillets p et les bords de deux helices a. Ces molecules sont presentees a la 
surface de la quasi totalite des cellules. 

Les molecules de classe II sont egalement des glycoproteines membranaires 
constitutes de deux chaines polymorphes a et p liees de fa?on non covalentes 
pour former, comme le montre la structure cristallographique recemment elucidee 
(Brown et al. (1993), Nature, 364: 33-39), une plateforme p plissee supportant 
deux helices a. Le sillon forme est le site de presentation du peptide, Ces 
molecules ne sont exprimees qu'a la surface de certaines cellules parmi lesquelles 
les macrophages et les cellules B. 

Les lymphocytes T cytotoxiques (cellules possedant des marqueurs CD8) 
reconnaissent des fragments proteolytiques de proteines virales associees aux 
molecules CMH de classe I et provoquent la lyse des cellules presentant 
T antigene. 

Les lymphocytes T auxiliaires (cellules portant des marqueurs CD4) 
reconnaissent des fragments de proteines exogenes capturees par endocytose 
presentes en association avec les molecules CMH de classe II et induisent la 
stimulation cellulaire de la reponse immunitaire. 

L' invention a egalement pour objet les complexes entre un immunoretroide 
selon T invention, et un recepteur de cellules T. 

L r invention vise egalement les complexes entre une molecule du complexe 
majeur d'histocompatibilite, un immunoretroide tel que defini ci-dessus, et un 
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recepteur de cellules T (encore designe complexe CMH-immunoretroIde- 
recepteur T). 

L 1 invention a egalement pour objet l'utilisation des immunoretroides tels 
que definis ci-dessus, pour la mise en oeuvre de methodes de diagnostic in vitro 
de pathologies, telles que celles mentionnees ci-dessus, associees a la presence 
dans l'organisme d*un individu, d'une ou plusieurs proteine(s) exogene(s) ou 
endogene(s) susceptible(s), d'une part d'etre directement ou indirectement 
impliquee(s) dans le processus d' apparition et/ou de developpement de ces 
pathologies, et, d'autre part, d'etre reconnue(s) soit par les anticorps anti- 
immunoretroides selon 1* invention, soit par les immunoretroides selon 
l f invention, par exemple dans le cas de la detection d' anticorps chez le patient. 

A ce titre, 1* invention a plus particulierement pour objet toute methode de 
diagnostic in vitro telle que definie ci-dessus et comprenant: 

- la mise en contact d'un echantillon biologique provenant d'un patient 
susceptible d'etre porteur d* anticorps diriges contre lesdites proteines endogenes 
ou exogenes, avec un immunoretroide selon Tinvention dans des conditions 
permettant la reaction entre les anticorps diriges contre lesdites proteines et 
susceptibles d'etre presents dans 1' echantillon biologique, et le susdit 
immunoretroide; 

- la detection in vitro du complexe antigene - anticorps tel que defini ci- 
dessus selon Tinvention, susceptible d'etre forme a I'etape precedente, ou 

- la detection in vitro d' anticorps chez le patient par un test de competition 
en utilisant un anticorps anti-immunoretroTde. 

Avantageusement, r immunoretroide utilise dans la methode de diagnostic 
in vitro susmentionnee, est un peptide retro-inverso correspondant a tout ou 
partie desdites proteines endogenes ou exogenes, ou correspondant a un peptide 
susceptible d'etre reconnu par des anticorps reconnaissant eux-memes les 
proteines exogenes ou endogenes. 

Selon un autre mode prefere de realisation de la methode de diagnostic in 
vitro susmentionnee, 1' immunoretroide utilise est un peptide retro correspondant 
a tout ou partie desdites proteines endogenes ou exogenes, ou correspondant a un 
peptide susceptible d'etre reconnu par des anticorps reconnaissant eux-memes les 
proteines exogenes ou endogenes. 

L' invention concerne egalement toute methode de diagnostic in vitro telle 
que definie ci-dessus et comprenant: 

- la mise en contact d'un echantillon biologique provenant d'un individu 
susceptible d'etre porteur desdites proteines endogenes ou exogenes, avec l'un au 
moins des anticorps tels que definis ci-dessus, diriges contre un immunoretroide 
selon Tinvention, dans des conditions permettant la reaction entre lesdites 
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proteines susceptibles d'etre presentes dans 1'echantillon biologique, et les susdits 
anticorps diriges contre le susdit immunoretroi'de; 

- la detection in vitro du complexe antigene - anticorps tel que defini ci- 
dessus, susceptible d'etre forme a l'etape precedente, ou 

5 - la detection d' antigenes circulants dans des tests de competition en 

utilisant l'un des susdits immunoretroi'des. 

Avantageusement, les anticorps diriges contre T immunoretroi'de, utilises 
dans la methode de diagnostic in vitro susmentionnee, sont ceux decrits ci-dessus 
selon 1' invention, diriges contre un peptide retro-inverso correspondant a tout ou 

10 partie desdites proteines endogenes ou exogenes. 

Selon un autre mode prefere de realisation de la methode de diagnostic in 
vitro susmentionnee, les anticorps diriges contre 1' immunoretroi'de, sont ceux tels 
que definis ci-dessus selon T invention, diriges contre un peptide retro 
correspondant a tout ou partie desdites proteines endogenes ou exogenes. 

15 Les methodes de diagnostic susmentionnees de 1' invention sont 

avantageusement realisees de la fagon suivante: 

- incubation de Techantillon biologique susceptible de contenir des 
anti genes (proteine ou peptide exogene ou endogene), ou des anticorps diriges 
contre ces antigenes, ces antigenes ou anticorps etant associes a une pathologie ou 

20 une famille de pathologies determinees, notamment aux pathologies decrites ci- 
dessus, avec respectivement des anticorps anti- immunoretroi'des selon 1' invention, 
susceptibles de reconnaitre lesdits antigenes, ou des immunoretroi'des selon 
T invention, susceptibles d'etre reconnus par lesdits anticorps diriges contre ces 
antigenes, lesdits antigenes ou anticorps diriges contre ces derniers etant fixes sur 

25 un support solide, notamment a rinterieur de puits de plaques de microtitration 
de type de celles habituellement utilisees pour la mise en oeuvre de techniques de 
detection ou dosage bien connues sous le nom d'ELISA (Enzyme Linked Immuno 
Sorbent Assay), 

- rin?age du support solide, 

30 - incubation des elements restes fixes sur le support solide apres l'etape de 

ringage precedente: 

. soit avec un milieu contenant des anticorps, notamment des 
anticorps anti-immunoretroides selon T invention, marques (notamment de 
maniere radioactive, enzymatique ou fluorescente), ou susceptibles d'etre 

35 reconnus a leur tour par un reactif marque, les dits anticorps marques etant 
susceptibles de reconnaitre les antigenes presents dans Techantillon biologique, 
qui sont restes lies, apres Tetape de rin^age precedente, aux anticorps anti- 
immunoretroides selon I 'invention initialement fixes sur le support solide, 
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. soit avec un milieu contenant des antigenes, notamment des 
immunoretroides selon T invention, marques (notamment de maniere radioactive, 
enzymatique ou fluorescente), ou susceptibles d'etre reconnus a leur tour par un 
reactif marque, Iesdits antigenes marques etant susceptibles de reconnaitre les 
5 anticorps presents dans Techantillon biologique qui sont restes lies, apres Tetape 
de rin?age precedente, aux immunoretroides selon 1' invention initialement fixes 
sur le support solide, 

- rin^age du support solide, 

- detection des antigenes ou anticorps marques restes respectivement lies 
10 aux anticorps ou antigenes de Techantillon biologique lors de Tetape d' incubation 

precedente. 

Avantageusement, les methodes de diagnostic in vitro de T invention sont 
realisees a l'aide de peptides totalement retro-inverso ou de peptides totalement 
retro, ou encore d* anticorps diriges contre ces peptides totalement retro-inverso 
15 ou totalement retro. 

L' invention a egalement pour objet les necessaires ou kits pour la mise en 
oeuvre de methodes de diagnostic in vitro telles que decrites ci-dessus, 
comprenant: 

- un immunoretroide selon T invention choisi parmi un peptide retro-inverso 
20 et/ou un peptide retro correspondant a tout ou partie desdites proteines endogenes 

ou exogenes, ou correspondant a un peptide susceptible d'etre reconnu par des 
anticorps reconnaissant eux-memes les proteines exogenes ou endogenes, ou 

- des anticorps anti-immunoretroides selon 1* invention, diriges contre ce 
peptide retro-inverso et/ou ce peptide retro; 

25 - des reactifs pour rendre un milieu apte a la formation d'une reaction 

immunologique ; 

- des reactifs permettant de detecter le complexe antigene - anticorps, 
appartenant a la liste des composes definie ci-dessus, qui a ete produit a Tissue de 
la reaction immunologique, Iesdits reactifs contenant eventuellement un marqueur 

30 ou etant susceptibles d'etre reconnus a leur tour par un reactif marque, plus 
particulierement dans le cas ou T immunoretroide ou les anticorps anti- 
immunoretroides susmentionnes ne sont pas marques. 

L 1 invention concerne egalement T utilisation d'au moins un immunoretroide 
tel que defini cinlessus, pour la preparation d'un medicament destine a la 

35 prevention ou au traitement de pathologies associees a la presence dans 
Torganisme d'un individu, d'une ou plusieurs proteine(s) exogene(s) ou 
endogene(s) susceptible(s) d'etre directement ou indirectement impliquee(s) dans 
le processus d 'apparition et/ou de developpement de ces pathologies. 
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Les pathologies susmentionnees susceptibles d'etre traitees dans le cadre de 
la presente invention, sont principalement soit des maladies d'origine virale, 
bacterienne ou paras itaire, lorsqu'elles sont associees a la presence du 
microorganisme lui-meme, d'une proteine ou d'un peptide exogene provenant 

5 d'une particule virale, bacterienne ou parasitaire, soit des maladies autoimmunes 
lorsqu'elles sont associees a la presence de proteines ou peptides endogenes 
perturbant le fonctionnement physiologique normal d'un organisme lorsque ces 
derniers jouent directement un role d'anticorps ou induisent la formation 
d'anticorps reconnaissant et alterant des sites particuliers de 1' organisme (par 

10 exemple en formant des depots de complexes anticorps-antigene, en provoquant 
des etats inflammatoires etc...)- 

Les pathologies susmentionnees peuvent egalement etre des maladies 
neurodegeneratives lorsqu'elles sont associees a la presence dans 1' organisme de 
proteines exogenes ayant pour effet de provoquer des lesions neurologiques . 

15 Les immunoretroides utilises pour la preparation des compositions 

pharmaceutiques ou des vaccins dans ce qui precede et ce qui suit, sont 
avantageusement des peptides totalement retro-inverso ou des peptides totalement 
retro. 

L' invention vise plus particulierement 1' utilisation d'au mo ins un 

20 immunoretroide tel que defini ci-dessus, pour la preparation d'un vaccin dans le 
cadre de la prevention de pathologies associees a la presence dans 1' organisme 
d'un individu, d'une ou plusieurs proteine(s) exogene(s) ou endogene(s) 
susceptible(s) d'etre reconnue(s) par les anticorps diriges contre les 
immunoretroides ou diriges contre les anti-idiotypes selon 1' invention. 

25 L' invention concerne egalement les compositions pharmaceutiques, 

notamment les vaccins, comprenant au moins un anti-idiotype tel que defini ci- 
dessus, en association avec un vehicule physiologiquement acceptable. 

Avantageusement, les anti-idiotypes utilises dans les compositions 
pharmaceutiques susmentionnees sont obtenus a l'aide de peptides totalement 

30 retro-inverso ou totalement retro. 

L' invention vise egalement toute composition pharmaceutique comprenant 
au moins un immunoretroide tel que defini ci-dessus, ou au moins un anti- 
idiotype susmentionne, associes a une molecule porteuse proteique ou non, 
pouvant induire in vivo la production d'anticorps neutralisant lesdites proteines 

35 exogenes ou endogenes responsables de la pathologie, ou induire in vivo une 
reponse immune cellulaire cytotoxique, comme decrit ci-dessus. 

A titre d* illustration dans le domaine de la vaccination, T invention a plus 
particulierement pour objet les deux peptides totalement retro-partiellement 
inverso de formule suivante: 
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HO-m(R, S)Leu-DGln-D Arg-D Ala-D Val-D Arg-DX 1 -D Ala-DLeu-DSer-Gly-DX2- 
DAsp-Gly-DArg-DVaI-Gly-DSer-Gly-[Cys-NH 2 ] 

XI = Ser ou Phe 
5 X2 = Leu ou Pro 

correspondant aux peptides [A] et [USA] issus du determinant antigenique majeur 
situe sur la proteine VP1 du virus de la fievre aphteuse, et repondant aux 
formules suivantes: 

0 [A] [H-Cys]-Gly-Ser-Gly-Val-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Ser-Ala-Leu- 

Arg-Val-Ala-Arg-Gln-Leu-OH 

[USA] [H-Cys]-Gly-Ser-Gly-Val-Arg-Gly-Asp-Phe-Gly-Ser-Ala-Pro- 
Arg-Val-Ala-Arg-Gln-Leu-OH 

L* invention a egalement plus particulierement pour objet le peptide cyclique 
5 totalement retro-partiellement inverso de formule suivante: 



[CH 3 CO-Cys-Gly-Gly]-DX.DPhe-DAsp.DSer-Gly-DPro-Gly-DArg-DLys-Ser 



X = acide D, a, p, diamino-propionique, 
correspondant aux residus 139-147 du site A de 1' hemagglutinin du virus de la 
grippe (Influenza souche X31), et repondant a la formule suivante: 

-Ser-Lys-Arg-Gly-Pro-Gly-Ser-Asp-Phe-Asp-Gly-Gly-Cys-NH 2 

1 

L' invention a egalement pour objet toute composition pharmaceutique 
comprenant des anticorps anti-immunoretroides selon r invention, en association 
ou non avec un vehicule physiologiquement acceptable. 

Cette derniere categorie de composition pharmaceutique est plus 
particulierement destinee au traitement de pathologies associees a la presence 
dans Torganisme d'un individu, de proteines exogenes ou endogenes susceptibles 
d^tre reconnues par les anticorps anti-immunoretroides selon T invention, ces 
derniers agissant en tant qu' anticorps protecteurs neutralisant lesdites proteines 
exogenes ou endogenes. 

L 1 invention concerne egalement des compositions pharmaceutiques 
contenant, a titre de substance active, un anticorps dirige contre un peptide D 
correspondant a un peptide parent L. 

L' invention concerne egalement rutilisation d f un anticorps dirige contre un 
peptide D correspondant a un peptide parent L, pour la preparation d f un 
medicament immunogene, notamment pour la preparation d'un vaccin. 
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L' invention a egalement pour objet les immunoretro'ides tels que definis ci- 
dessus, et correspondant a des epitopes T cytotoxiques ou auxiliaires, ou encore a 
des peptides reconnus par les molecules CMH de type I ou II pouvant etre 
utilises, soit dans la preparation de vaccins synthetiques, soit dans la prevention 
5 ou le traitement de maladies autoimmunes. 

S'agissant de leur utilisation en tant que vaccins, 1' invention a plus 
particulierement pour objet les immunoretro'ides partiellement retro-inverso d'un 
epitope T cytotoxique (epitope minimum 56-68: M56-68) de la matrice du virus 
de la grippe et d'un epitope T auxiliaire (sequence parente 830-844: TT830-844) 
10 de la toxine du tetanos dont les sequences sbnt representees ci-apres: 
1/ Sequence de M56-68: 
H-Gly-Ile-Leu-Gly-Phe-Val-Phe-Thr-Leu-OH 

Sequence du retro-analogue: 
15 HO-m(R,S)Leu(D)-Thr(D)Phe-(D)Val-(D)Phe-(D)Phe-Gly-(D)Leu-gIle-Gly-H 

21 Sequence de TT830-844: 

H-Gln-Tyr-Ile-Lys-Ala-Asn-Ser-Lys-Phe-Ile-Gly-Ile-Thr-Glu-Leu-OH 

20 Sequence du retro-analogue 

HO-m(R,S)Leu-(D)Thr-Gly-(D)Ile-(D)Phe(D)Lys-(D)Ser-(D)Asn-(D)Ala- 
(D)Lys-(D)Ile-gTyr-GIn-H 

L'analogue retro-inverso de M56-68 interagit avec les molecules CMH I et 
est presente aux lymphocytes T cytotoxiques afin d'induire une reponse 

25 cytotoxique. L'analogue retro-inverso de TT830-844 interagit avec les molecules 
CMH II, et est presente aux lymphocytes T auxiliaires afin de stimuler la 
proliferation de cellules T. 

S'agissant de 1* utilisation des immunoretro'ides dans le cadre de la 
preparation de medicaments destines au traitement des maladies autoimmunes, il 

30 convient de rappeler que la pathogenese de nombreuses maladies autoimmunes 
implique la presentation d'autoantigenes (lies aux molecules CMH) au recepteur 
de cellules T (TCR) autoreactives qui ont d'une fa?on ou d'une autre echappe au 
processus de tolerance du soi. Aussi, le developpement de nouvelles strategies 
pour moduler la reponse des cellules T autoreactives pourrait conduire a des 

35 approches therapeutiques capables de traiter certaines maladies autoimmunes. 

Certaines maladies autoimmunes sont associees a des alleles CMH I ou II 
specifiques. Ainsi, Tutilisation de peptides bloquants capables d'interagir avec 
une molecule CMH donnee (par exemple une molecule CMH de classe II 
associee a une maladie autoimmune particuliere) mais ne pouvant pas activer la 
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reponse cellulaire T pathogenique est prometteuse. Cependant, la degradation 
rapide des peptides etudies dans les milieux biologiques rend leur utilisation 
difficile. Dans ce cas, les immunoretroides de par leur stabilite seraient tres 
avantageux. 

5 Recemment, le phenomene d'antagonisme TCR par des peptides analogues 

a des epitopes T a ete montre et V utilisation d'antagonistes specifiques du TCR a 
ete decrite (De Magistris, M.T., Alexander, J., Coggeshall, M., Altmon, A., 
Gaeta F.C.A., Grey, H.M. and Sette, A. (1992), Cell 68: 625). Ces peptides 
sont capables d'inhiber la proliferation des cellules T induites par un antigene. De 
10 tels peptides antagonistes sont obtenus par substitution d'un acide amine parmi les 
residus du peptide antigene en contact avec la cellule T, ou bien par incorporation 
de residus en contact avec le TCR dans une sequence de poly-alanines. La 
presente invention a precisement pour objet T utilisation d' immunoretroides 
correspondant a des peptides antagonistes des TCR, pour Tobtention de 
15 medicaments destines au traitement de maladies autoimmunes telles que celles 
decrites ci-dessus. 

Les immunoretroides peuvent etre prepares comme indique ci-apres: 
A titre d' illustration, des methodes generates de synthese de peptides 
totalement ou partiellement retro-inverso ou retro, avec modification ou non des 
20 extremites N- et C- terminates par rapport aux extremites des peptides parents, 
sont indiquees ci-apres. 

Le precede de synthese de peptides dont la totalite des liaisons -CO-NH- 
sont remplacees par des liaisons -NH-CO-, en comparaison aux peptides parents, 
sans modification des extremites, est realise en reliant entre eux les differents 
25 residus aminoacyles constituant le peptide parent, dans le sens inverse de celui 
indique pour le peptide parent. Ainsi, si le peptide parent est represents par une 
sequence du type 

H- AA 1 - AA2- -AAn- 1 AAn-OH , 

le retro analogue correspondant, synthetise selon les techniques classiques de 
30 synthese peptidique en phase liquide ou solide, aura la formule suivante: 
H- AAn- AAn- 1 -AA2-AA 1 -OH 

A titre d ! illustration, la methode de synthese en phase liquide consiste a 
condenser successivement deux a deux les aminoacyles dans Tordre requis ou a 
condenser des aminoacyles et des fragments prealablement formes et contenant 
35 deja plusieurs aminoacyles dans l'ordre approprie, ou encore plusieurs fragments 
prealablement ainsi prepares, etant entendu que Ton aura eu soin de proteger au 
prealable toutes les fonctions reactives portees par ces aminoacyles ou fragments, 
a Texception des fonctions amines de Tun et carboxyles de l'autre ou vice-versa, 
qui doivent normalement intervenir dans la formation des liaisons peptidiques, 
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notamment apres activation de la fonction carboxyle, selon les methodes bien 
connues dans la synthese des peptides. 

On pourra par exemple utiliser des groupements protecteurs de type 
urethane (Boc, Fmoc benzyloxycarbonyl ou allyloxycarbonyl) pour proteger les 
extremites N-terminales des acides amines et des groupements de type ester 
(methylique, ethylique, benzylique, tertio-butylique, allylique ou encore 
benzhydrilglycolamidique) pour proteger les extremites C-terminales des acides 
amines. 

Une telle synthese peut etre effectuee en condensant tout d f abord le residu 
aminoacyle AA1 dont la fonction COOH est protegee avec le residu aminoacyle 
AA2 dont la fonction NH 2 est protegee. La fonction amine du residu AA2 dans le 
fragment AA2-AA1 ainsi obtenu, est alors deprotegee, pour condenser par la 
suite ledit fragment avec le residu aminoacyle AA3 dont la fonction amine est 
protegee. Les etapes precedentes sont repetees autant de fois qu'il y a de residus 
aminoacyles a introduire dans la chaine des retro analogues a synthetiser. 

Selon une autre technique preferee de 1' invention, on a recours a celle 
decrite par R.D. Merrifield dans Tarticle intitule "Solid phase peptide synthesis" 
(J. Am. Chem. Soc. (1963), 85, 2149-2154). 

Pour fabriquer une chaine peptidique selon le precede de Merrifield, on a 
recours a une resine polymere tres poreuse, sur laquelle on fixe le premier acide 
amine C-terniinal (en l'occurrence AA1-OH) de la chaine. Cet acide amine est 
fixe sur la resine par rintermediaire de son groupe carboxylique et sa fonction 
amine est protegee, par exemple par le groupe t-butyloxycarbonyle. 

Lorsque le premier acide amine C-terminal est ainsi fixe sur la resine, on 
enleve le groupe protecteur de la fonction amine en lavant la resine avec un 
acide. 

On fixe ainsi, les uns apres les autres, les acides amines qui vont consumer 
la chaine peptidique sur le groupe amine chaque fois deprotege au prealable de la 
portion de la chaine peptidique deja formee, et qui est rattachee a la resine. 

Lorsque la totalite de la chaine peptidique desiree est formee, on elimine les 
groupes protecteurs des differents acides amines constituant la chaine peptidique 
et on detache le peptide de la resine par exemple a l'aide d' acide fluorhydrique. 

L'obtention de retropeptides cycliques est avantageusement realisee selon 
A. Kates et al., Tetrahedron Lett., 34, 4709, (1993). 

Si T ensemble des residus aminoacyles AA1 a AAn de depart, utilises pour 
la synthese de retro analogues, sont de meme chiralite que ces memes residus 
aminoacyles constituant le peptide parent, alors le retro analogue obtenu sera un 
peptide totalement retro. 
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A r inverse, si l'ensemble de ces residus AA1 a AAn sont de chiralite 
opposee a celle de ces memes residus dans le peptide parent, alors le retro 
analogue obtenu sera un peptide retro-inverso. 

Si un ou plusieurs, mais pas la totalite de ces residus, sont de chiralite 
opposee a celle de ces memes residus dans le peptide parent, alors le retro 
analogue obtenu sera un peptide totalement retro-partiellement inverso. 

L'obtention de peptides partiellement retro, ou partiellement retro-inverso, 
mais aussi de peptides totalement retro ou retro-inverso avec modification des 
extremites est avantageusement realisee a I'aide de la technique classique utilisant 
les residus ge/n-diaminoalkyle et les derives C-2 substitues de 1'acide malonique, 
decrite notamment dans I'article de Pallai et Goodman (Pallai, P.V., et 
Goodman, M., (1982), J. Chem. Soc. Chem. Commun., 280-281), et dans le 
chapitre de Cope et al. ((1957), Org. React., 9, 107), respectivement. 

Dans cette derniere reference, la preparation de derives C-2 substitues de 
1'acide malonique est realisee par 1'alkylation d'un diester de 1'acide malonique. 

Le monoester C-2 substitue de 1'acide malonique peut aussi etre obtenu par 
alcoolyse de derives de 1'acide de Meldrum (Junek et al., (1976), Synthesis, 333- 
334; Chorev et al., (1983); J. Med. Chem. 26, 129-135), ces derives etant eux- 
memes obtenus par alkylation reductive de 1'acide de Meldrum conformement a 
la methode decrite par Hrubowchak, D.M., et Smith, F.X. (1983), Tetrahedron 
Lett., (24), 4951-4954). 

S'agissant de la synthese des derives gem-diaminoalkyl decrite par Pallai et 
Goodman, les residus gem-diaminoalkyl mono-N-acyles optiquement purs sont 
obtenus a partir de peptides amides N -proteges, ou de derives aminoacyles 
carboxamides, via un rearrangement d' Hoffman en utilisant un reactif 
moyennement oxydant: iodobenzene bis(trifluoroacetate) appele E3TFA ou TIB. 
Par ailleurs, cette methode est utilisable en phase solide selon la technique decrite 
par Pessi et al. (1983), J. Chem. Commun., 195-197. 

A titre d 1 illustration, Tobtention d'un retropeptide de formule: 

. . .-NH-CH(Rl)-CO-NH-CH(R2)-CO-NH-CH(R3)-NH-CO-CH(R4)-CO- 
NH-CH(R5)-CO-NH-CH(R6)-CO-. . . 

peut etre realise par condensation du derive d'acide amine P-HN-CH(R2)-COOH, 
P representant un groupement protecteur de type urethane, avec le derive 
carboxamide H2N-CH(R3)-CO-NH2, suivie d'un traitement du dipeptide amide 
obtenu par BBTFA ce qui conduit a Tobtention d'un residu gem-diaminoalkyl 
mono-N-acyle de formule P-HN-CH(R2)-CO-NH-CH(R3)-NH2 puis 
condensation de ce derive avec un monoester C2-substitue de 1'acide malonique 
de formule HOOC-CH(R4)-COOR, -R representant un groupement protecteur tel 
que -CH3, -CH2CH3, -C(CH3)3 ou -benzyl, 
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ce qui conduit a l'obtention d'un fragment de formule: 

P-HN-CH(R2)-CO-NH-CH(R3)-NH-CO-CH(R4)-COOR T suivie de la 
deprotection selective du groupement R, et condensation du fragment dont la 
fonction acide C-terminale est ainsi deprotegee avec un fragment de formule 

5 H2N-CH(R5)-CO-NH-CH(R6)-CO..., obtenu par condensation d'un derive 
d'acide amine P'-NH-CH(R5)-COOH, P' representant une protection de type 
urethane et un fragment de formule H2N-CH(R6)-CO..., dont 1'extremite C- 
terminale est protegee, et deprotection selective de P' ce qui conduit a l'obtention 
d'un fragment de formule: 

10 P-HN-CH(R2)-CO-NH-CH(R3)-NH-CO-CH(R4)-CO-NH-CH(R5)-CO-NH- 
CH(R6)-CO-..., suivie de la deprotection selective du groupe protecteur P, et 
condensation du fragment dont la fonction amine N-terminale est ainsi deprotegee 
avec un fragment ou un derive d'acide amine de formule ...-NH-CH(Rl)-COOH 
dont I'extremite N-terminale est protegee, ce qui conduit a l'obtention du derive 

15 souhaite de formule: 

. . .-NH-CH(Rl)-CO-NH-CH(R2)-CO-NH-CH(R3)-NH-CO-CH(R4)-CO- 
NH-CH(R5)-CO-NH-CH(R6)-CO-. . . 

contenant un residu gem-diaminoalkyl portant R3 et un derive de 1' acide 
malonique portant R4. 

20 Si Ton souhaite obtenir plusieurs liaisons -NH-CO- successives au sein d'un 

meme peptide partiellement retro ou retro-inverso, il suffit d'incorporer selon les 
techniques classiques en synthese peptidique, un ou plusieurs residu(s) 
aminoacyle(s) de chiralite identique ou opposee a ce(s) residu(s) aminoacyle(s) 
dans le peptide parent, entre un residu gem-diaminoalkyl et un derive de l'acide 

25 malonique tel que decrits ci-dessus. 

A titre d'exemple, le fragment de formule: 

P-HN-CH(R2)-CO-NH-CH(R3)-NH2, dont l'obtention par traitement du 
dipeptide amide avec IBTFA a ete precedenunent decrite, peut etre condense avec 
un derive aminoacyle de formule P'-HN-CH(R4)-COOH, ce qui conduit a 

30 l'obtention d'un fragment de formule P-HN-CH(R2)-CO-NH-CH(R3)-NH-CO- 
CH(R4)-NH-P t , qui apres deprotection selective du groupement P* peut etre 
condense avec un monoester C2-substitue de T acide malonique de formule 
HOOC-CH(R5)-COOR, -R representant un groupement protecteur tel que 
-CH 3 , -CH2CH3, -C(CH3)3, -CH 2 -CH = CH 2 ou -benzyl, ce qui conduit au 

35 fragment de formule 

P-HN-CH(R2)-CO-NH-CH(R3)-NH-CO-CH(R4)-NH-CO-CH(R5)-COOR, 
qui apres deprotection selective du groupement R, et condensation du fragment 
dont la fonction acide C-terminale est ainsi deprotegee avec un fragment de 
formule H 2 N-CH(R6)-CO-..., 
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ce qui conduit au fragment de formule: P-HN-CH(R2)-CO-NH-CH(R3)-NH-CO- 

CH(R4)-NH-CO-CH(R5)-CO-NH-CH(R6)-CO-. . . , qui apres deprotection 

selective du groupe P peut etre condense avec le fragment ...-NH-CH(R1)-COOH 

dont l'extremite N-terminale est protegee, ce qui conduit au derive de formule 

5 . . .-NH-CHCRl)-CO-HN-CH(R2)-CO-NH-CH(R3)-NH-CO-CH(R4)-NH-CO- 
CH(R5)-CO-NH-CH(R6)-CO-. . . . 

Comme precedemment, Tobtention de peptides partiellement retro ou retro- 

inverso par la methode decrite ci-dessus, est conditionnee par le choix de la 

chiralite des residus aminoacyles qui seront susceptibles d'etre relies a au moins 

10 un de leur voisins par une liaison de type -NH-CO- dans l'analogue obtenu. 

L* invention a egalement pour objet les procedes d'obtention 
d'immunoretroi'des totalement retro, totalement retro-inverso ou totalement retro- 
partiellement inverso tels que decrits ci-dessus, et dont les extremites N- et C- 
terminales sont modifiees pour mimer davantage les extremites du peptide parent. 

15 En effet, comme nous l'avons vu dans les exemples de synthese precedents, 

partant du peptide parent represente par la formule: 

H 2 N-CH(Rl)CO-NH-CH(R2)-CO NH-CH(Rn-l)-CO-NH-CH(Rn)- 

COOH, 

le retropeptide obtenu apres inversion de la totalite des liaisons -CO-NH- est 
20 represente par la formule: 

A-CH(Rl)NH-CO-CH(R2)-NH -CO-CH(Rn-l)-NH-CO-CH(Rn)-B 

dans laquelle A et B representent respectivement HOOC- et -NH2 ou tout autre 

groupe initialement situe en position N- ou C- terminale du peptide parent si 

l'analogue est construit sans modification de ses extremites. 
25 II est cependant possible de modifier les groupes N- et C- terminaux du 

retro analogue, de maniere a mimer les extremites N- et C- terminales du peptide 

parent. 

II est notamment possible d'obtenir des retro analogues de formule indiquee 
. _ ci-dessus, . dans laquelle A represente H-, H2N-, P-HN-, RR'N-, 
30 H 2 NCO-, RR'NCO-, RCO-, et B represente -H, -COOH, -COOR, -CONH2,- 
CONRR*, -NHCOR, R, R 1 et P etant definis comme indique a propos de la 
formule (H) ci-dessus. 

A titre d f illustration, l'obtention des retro analogues pour lesquels A 
represente H 2 N-, et B represente -COOH, peut etre realisee en incorporant un 
35 derive gem-diaminoalkyl (H2N-CH(R1)-NH-) pour mimer Textremite N- 
terminale du peptide parent et en incorporant un derive C2-substitue de Tacide 
malonique (-CO-CH(Rn)^COOH) pour mimer Textremite C-terminale du peptide 
parent selon les methodes indiquees ci-dessus. 
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L'obtention de retro analogues dans lesqueis A represente H2NCO- et B 
represente -NHCOR, R repondant a la definition donnee ci-dessus, peut etre 
realisee par amidation du COOH de l'acide amine N-protege HOOC-CH(Rl)- 
NH-P et par acylation de Textremite N-terminale; (a titre d'exemple, une 
acetylation est realisee avec de 1' anhydride acetique, en presence de DIE A [DIE A 
= diisopropylethylamine], ce qui donne pour B: -NHCOCH3). 

En combinant les diverses techniques decrites ci-dessus d' introduction de 
groupes A et B, il est possible d'obtenir toutes les combinaisons possibles de 
groupes A et B aux extremites des analogues de 1* invention. 

A ce titre, des retro analogues particulierement preferes dans le cadre de 
T invention sont ceux pour lesqueis A represente H 2 NCO- et B represente 
-COOH, obtenus en introduisant une terminaison carboxamide en C-terminale du 
retro analogue, et en introduisant a I'extremite N-terminale du retro analogue, un 
derive C-2-substitue de l'acide malonique, selon les techniques decrites ci-dessus. 

II convient de preciser que les derives de l'acide malonique sont incorpores 
sous forme de racemique (note -m(R,S)AAi-), et si Ton desire preserver un 
centre chiral au niveau de ce malonate dans le peptide, il est necessaire en fin de 
synthese de purifier le melange des deux diastereoisomeres ainsi obtenus, 
notamment par chromatographic en phase iiquide. 

L' invention sera davantage illustree a l'aide des exemples qui suivent 
d'obtention d'immunoretroYdes tels que decrits ci-dessus, ainsi qu'a Taide de la 
demonstration de leurs proprietes antigeniques et immunogeniques. 

Legendes des figures: 

Figure 1: elle concerne la representation schematique du peptide naturel L- 
IRGERA et des peptides analogues. 

Figure 2: elle concerne le test en ELISA de la reponse immune contre les 
quatre peptides analogues injectes en tant que peptides couples aux SUV dans des 
souris BALB/c. Les antiserums sont dilues 1 : 500 et testes avec les peptides 
homologues (A et B), ou avec H3 (proteine parente) (C,D). Le conjugue anti- 
souris IgG (H + L) revelant les anticorps de souris d'isotypes IgGl, IgG2a et 
IgG2b (symboles ouverts) et le conjugue anti-IgG3 souris (symboles fermes) sont 
tous deux dilues 1: 5000. Les resultats representent les valeurs moyennes 
d'absorbance obtenues dans chaque groupe de deux souris immunisees avec le 
peptide IRGERA L (A, A), le peptide retro-inverso (o, le peptide-D (□, ■) et 

le peptide retro (C\ ♦). Les fleches indiquent le schema d' immunisation des 
souris. 
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Figure 3: elle concerae la resistance a la trypsine des quatre peptides 
analogues. La trypsine est immobilises de fa^on covalente sur des spheres de 
nylon. Le melange de digestion incube pendant differents temps a 25 °C est mis a 
incuber tout d'abord avec l'anticorps Mab 11x2 (4/xg/ml) et est ensuite injecte 
avec le peptide-L immobilise sur la matrice activee de dextrane du Biacore. Les 
resultats sont exprimes en fonction du pourcentage d' inhibition de la liaison Mab 
11x2 au peptide-L immobilise par les peptides competiteurs soumis a la trypsine. 
La liaison MAb 11x2 au peptide-L en l'absence de peptide inhibiteur correspond 
a 800 RU. En presence d'un peptide non digere, la liaison MAb 11x2 au peptide- 
L est de 220 RU, 240 RU, 260 RU et 250 RU respectivement pour ie peptide-L, 
le peptide retro-inverso, le peptide-D et le retro-peptide. 

Figure 4: elle concerne la synthese de Tanalogue retro-inverso de Tepitope 
C-terminal de la proteine H3: IRGERA. 
Sequence du peptide parent: 
[H-Cys-Gly-Gly]-Ile-Arg-Gly-Glu-Arg-Ala-OH 

Sequence du retro-analogue: 

HO-m(R,S)Ala-DArg-DGlu-Gly-DArg-DIIe-[GIy-Gly-Cys-NH 2 ] 
Dans cette figure: 

a = MBHA resine; b = BOP, HOBT, DIEA/DMF; c = TFA; d = HF 
abbreviations: MBHA = 4-methylbenzhydrylamine, HOBT = Hydroxy- 
benzotriazol, TFA = acide trifluoroacetique, HF = Acide fluorhydrique, BOP 
= hexafluorophosphate de benzotriazolyl-oxy-tris(dimethylamino)phosphonium, 
DMF = dimethylformamide, DIEA = diisopropylethylamine. 

Figure 5: elle concerne la synthese en solution d'un analogue retro-inverso 
de 1' epitope T (56-68) de la matrice de la grippe. 
Sequence du peptide parent: 
H-GLy-Ile-Leu-Gly-Phe-Val-Phe-Thr-Leu-OH 

Sequence de T analogue retro-inverso: 

HO-m(R,S)Leu-(D)Thr-(D)Phe-(D)Val-(D)Phe-Gly-(D)Leu-gIle-Gly-H 
Dans cette figure: 

a = BOP, HOBT, DIEA/DMF, b = DBTFA, CH3CN/H20 (1:1), c = 
TFA, d = NaOH (lN)/MeOH, g = gem-diaminoalkyl. 

- Figure 6: reactivite en ELISA d'echantillons de serum provenant de 
patients souffrant de LED et de SS avec le peptide parent et r analogue Rib 277- 
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291 de Ro52. Les serums des patients sont dilues au 1:1000. Seule I'activite 
anticorps de sous-classe IgG est mesuree. Les valeurs de densite optique 
medianes sont indiquees. La ligne en pointilles represente la limite superieure de 
population normale correspondant a la valeur de densite optique moyenne de 20 
serums normaux humains + 2 DS (deviation standard) (0.30 unites de DO). 

- Figure 7: reactivite en ELISA de deux serums de patients atteints de LED 
(A, B) avec le peptide parent L 277-291 de Ro52 (• - •) et les deux 
diastereoisomeres RIa (□ - □) et Rib (o - o). Les serums de patients sont dilues 
au 1:1000 et laisses a reagir a des concentrations variees de peptide. 

- Figure 8: structure schematique du peptide L 304-324 de Ro60. Reaction 
en ELISA de serums de 20 patients atteints de LED et de SS avec des analogues 
du peptide 304-324 de Ro60. Les serums de patients sont dilues au 1:1000. Seule 
I'activite IgG est mesuree. Les valeurs de densite optique medianes sont 
indiquees. Les lignes en pointilles representent la limite superieure de la 
population normale correspondant a la valeur de la densite optique moyenne de 
20 serums normaux humains + 2 DS (deviation standard) (0.30 unites de DO). 

- Figure 9: test immuno-enzymatique sur membrane ("dot immuno-essai") 
du peptide L 304-324 de Ro60 et des analogues peptidiques incubes avec du 
65 Zn. Un peptide temoin qui ne contient pas le motif liant du zinc (peptide 56-77 
de Ul-RNP polypeptide A, Barakat et al., Clin. Exp. Immunol., 86: p. 71-78, 
1991) est utilise comme temoin (bande 1). Des quantites croissantes des 5 
peptides analogues et du peptide temoin sont deposees sur des feuilles de 
nitrocellulose (0.22 /xm); les peptides sont incubes avec le 65 Zn comme decrit 
precedemment (Mazen, A., Menissier-de Murcia, J., Moiinete, M., Simonin, F., 
Gradwohl, G., Poirier, G., et de Murcia, G. (1989), Poly(ADP- 
ribose)polymerase: a novel finger protein. Nucl. Acids. Res., 17: 4689-4698; 
Muller, S., Briand, J.P., Barakat, S., Lagueux, J., Poirier, G.G., De Murcia, 
G., et Isenberg, D.A. (1994) Autoantibodies reacting with poly(ADP-ribose) and 
with a zinc-finger functional domain of poly(ADP-ribose) polymerase involved in 
the recognition of damaged DNA. Clin. Immunol. Immunopathol., 73: 187-196). 
Les feuilles de nitrocellulose sont autoradiographees pendant 5 heures (A) et 14 
heures (B) a -70°C. Bandes 2, 2': peptide L: bandes 3,3': peptide RI; bandes 
4,4': D-allo-Ile peptide RI; bande 5: peptide L bloque; bandes 6,6': peptide RI 
bloque. Les resultats proviennent de deux experiences independantes (A et B). 
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La figure 10 represente la liste des peptides synthetises pour les tests 
d'immunomodulation therapeutique. 

La figure 1 1 represente de fagon schematique le principe de la detection de 
I' assemblage HLA-peptide. 

La figure 12 rassemble les resultats de fixation sur la molecule HLA-A2. 
Les peptides sont designes en abscisses et les unites de fluorescence en 
ordonnees. Les barres pleines correspondent a des concentrations en peptide de 
10 fxg/mi et les barres hachurees a des concentrations en peptide de 1 fig/ ml. 

La figure 13 correspond a la mesure de la cytolyse (exprimee en %) (en 
ordonnees) en fonction du rapport en nombre de cellules effecteur/cible (en 
abscisses), dans le cadre du test decrit dans Martinon et aL, Eur. J. Immunol. 
1990, 20, 2071-2176. La courbe avec des triangles correspond au peptide GG7, 
celle avec des carres au peptide GG10, celle avec des ronds pleins au peptide 
M58-66 et celle avec des ronds vides au peptide GGOa. 

Exemple 1 

Materiels et Methodes 
Histone H3 et r^prid^s 

L'histone H3 d'erythrocyte de poulet est isolee et purifiee comme decrit 
precedemment (Van der Westhuyzen, D.R., & Von Holt, C. (1971), FEBS Lett., 
14, 333-337). 

Trois analogues des peptides modeles de sequence IRGERA correspondant 
aux residus COOH-terminal 130 a 135 de l'histone H3 sont prepares. La 
preparation et la purification des peptides L et D IRGERA ont ete decrites 
precedemment (Benkirane et al., (1993), J. Biol. Chem., 268, 26279-26285). Les 
deux nouveaux analogues, les peptides retro-inverso et les peptides retro sont 
synthetises de la meme fa^on que les L- et D-peptides, par la methode en phase 
solide sur un synthetiseur de peptides multi-canaux (Neimark, J. & Briand, LP., 
(1993), Peptide Res., 6, 219-228). Les isomeres retro-inverso et retro modifies 
aux extremites terminates sont assembles en utilisant le groupe protecteur Boc sur 
une resine p-methyl benzhydrylamine (Applied Biosystem, Roissy, France). 
L^ssemblage de la chaine peptidique protegee est effectue a Techelle de 200 
Mmoles en utilisant le protocole de neutralisation in situ decrit precedemment 
(Neimark, J. & Briand, J.P., (1993), Peptide Res., 6, 219-228). L'ester 
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monobenzylique de l'acide (R-S)-2-methyl malonique obtenu par alcoolyse de 
2,2,5-trimethyl-l,3-dioxane-4,6-dione (Chorev et al., (1983), J. Med. Chem., 
26, 129-135) est incorpore dans la chaine peptidique sous forme de racemique. 
Le couplage est controle par le test a la ninhydrine. Apres ce dernier couplage, le 

5 peptide-resine est lave deux fois avec de Tether et seche sous-vide dans un 
dessicateur. Les peptides sont clives de la resine par traitement avec HF anhydre 
contenant 10% (v/v) d'anisol et 1% (v/v) de 1,2-ethanedithiol. Apres elimination 
de HF sous-vide, les peptides sont extraits de la resine et lyophilises. Les 
peptides bruts sont ensuite purifies sur une colonne C18 en utilisant un appareil 

10 de pression moyenne (Kronwald Separation Technology, Sinsheim, FRG), par 
elution avec un gradient lineaire de 5 a 50% (v/v) d'acetonitrile, dans 0.06% 
d'acide trifluoroacetique aqueux. La purete de chaque fraction est determinee par 
passages analytiques sur une colonne de Novapak C18 de 5jxm (3.9 x 150 mm), 
en utilisant un gradient lineaire de 7 a 32% (v/v) d'acetonitrile dans un tampon 

15 phosphate aqueux de triethylammonium 0.1 M. Les passages sont effectues avec 
un appareil Waters (Waters Corporation, Milford, MA). Les fractions contenant 
le melange pur de diastereoisomeres sont recueillies et lyophilisees. Les spectres 
de masse sont obtenus sur un instrument a double concentration ZAB-2SE 
analytique VG et enregistres sur un systeme de donnees VG 11-250 (VG 

20 Analytical, Manchester, UK) comme decrit (Briand et al., (1989), Peptide Res., 
2, 381-388). Les mesures de dichroisme circulaire sont effectuees comme 
decrites dans (Benkirane et al., (1993), J. Biol. Chem., 268, 26279-26285). 

Conjygaison support peptide 

25 Afin de mettre les peptides sur une plaque pour effectuer un test ELISA- 

direct en phase solide, les analogues IRGERA sont d'abord conjugues a la BSA 
en utilisant du N-succinimidyl 3-[2-pyridyl dithio] propionate (SPDP) comme 
decrit precedemment (14). Pour V immunisation des souris, les peptides sont 
couples de fagon covalente a des petits liposomes unilamellaires (SUV) preformes 

30 contenant du 4-(p-maleimidophenyl) butyrylphosphatidyl-ethanolamine (MBP- 
PE). Le monophosphoryl lipide A (MPLA) est incorpore dans les SUV comme 
adjuvant (Benkirane et al., (1993), J. Biol. Chem., 268, 26279-26285; Friede et 
al., (1993), Molec. Immunol., 30, 539-547). 

35 Antiserums et anticorps monoclonaux 

Les antiserums sont obtenus en immunisant des souris BALB/c avec des 
peptides associes a des liposomes comme decrit dans (Benkirane et al., (1993), 
J. Biol. Chem., 268, 26279-26285). On injecte dans les souris par voie 
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intraperitoneale les differentes preparations de SUV contenant 1 jxmol de lipide, 
2 fig de MPLA, et 60 ixg de peptide par injection par animal. 

Les souris re?oivent trois injections a des intervalles de 3 semaines et elles 
sont saignees 5 jours apres chaque injection, puis regulierement pendant les 6 
mois suivant la derniere injection. Le serum temoin est preleve de chacune des 
souris avant la premiere injection. Pour la preparation d* anticorps monoclonaux 
(Mab), on injecte les souris BALB/c 3 fois a des intervalles de 3 semaines avec 
des peptides L et D (100/xg) lies de fafon covalente aux SUV contenant du 
MPLA. Des injections de rappel sont faites aux jours 105, 106, 107 et 108, 
c'est-a-dire -4, -3, -2 et -1 avant la fusion. Les anticorps monoclonaux des 
peptides L et D sont prepares par des protocoles de fusion standard (16). Les 
descriptions detaillees de la generation et de la caracterisation des anticorps 
monoclonaux sont donnees ailleurs (N. Benkirane, G. Sommermeyer and S. 
Muller, Molecular Immunology, Vol. 24, N° 7, pp. 779-789, 1987). 

En resume, la production de ces trois anticorps monoclonaux a ete realisee 
de la maniere suivante: 

- Immunisation des souris BALB/c : voir ci-dessus, 

- fusion proprement dite: 

• peptide L: 2 x 10 7 lymphocytes de la souris immunisee + 2 x 10 7 
cellules myelomateuses [PAI, ref. dans Muller et al., 1987] 
. peptide D: 3.2 x 10 7 lymphocytes + 3.5 x 10 7 PAI 
2 sous clonages successifs pour les deux fusions. 

. Resume du bilan de fusion: 
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Peptide 



Nbre de 
clones 
totaux (%) 



Nbre de 
clones 
positifs (%) 



le 2e Production 

sous-clonage sous-clonage en ascite 



L(4) 



120/195 puits 30/120 (25%) 
(62.5%) 



24 



21 



10 D(ll) 



155/192 puits 30/155 (19.3%) 
(80.7%) 



16 



14 



15 



20 



6 clones ont ete mis en culture a grande echelle pour obtenir plusieurs 
dizaines de mg d'Ac. 41.6 mg de TAc 11 x 2, 80 mg de l'Ac 11 x 7 et 62 mg 
de TAc 4 x 11 ont ainsi ete produits et purifies. 

La reactivite de trois anticorps monoclonaux 4x11 (derive d'une souris 
immunisee contre le peptide L), 11x2 et 11x7 (derives d'une souris immunisee 
centre le peptide D), est decrite ci-apres. 

Par ailleurs, deux autres anticorps monoclonaux 4x8 et 4x10 ont ete 
egalement obtenus et on a mesure la constante d'affinite de ces anticorps vis a vis 
du peptide L- IRGERA et retro-inverso IRGERA. Les resultats sont donnes ci- 
apres (tableau 2). 



EL I sS A 

25 La procedure ELISA (test de liaison directe et de competition) est comme 

decrite dans Benkirane et al, (1993) J. Biol. Chem. 268, 26279-26285. 



Analyse cinetique de la liaison des anticorps monoclonaux 

Pour des experiences de liaison en temps reel, un systeme de biosenseur 

30 BIAcore (Pharmacia Biosensor, AB, Uppsala, Sweden) est utilise. Les reactifs y 
compris les surfaces de reaction (dextran) CMS, le tensioactif P20 et le kit de 
couplage contenant du N-hydroxysuccinimide (NHS), du N-ethyl-N , -(3- 
dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC), de la 2-(2-pyridinyldithio)ethane 
amine (PDEA) et de l'ethanolamine-HCl sont obtenus de Pharmacia Biosensor 

35 AB. Pour immobiliser les peptides sur la surface de reaction (dextran), le 
protocole standard decrit precedemment (17,18) est utilise a 1' exception du fait 
que la surface de dextran est d'abord activee par le melange NHS-EDC, puis 
modifiee en injectant V agent de couplage PDEA thiol (15 /xl de 80 mM de PDEA 
dans du tampon borate 0,1M, pH 8.5) en laissant le groupe reactif thiol des 
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peptides analogues se coupler a la matrice activee par une reaction d'echange 
thio-disulfure. Apres le passage d' immobilisation du peptide, les groupes reactifs 
restant sur la surface de reaction sont desactives par un flux de 4 min de cysteine 
50 mM dans NaCl, 1 M, pH 4.3. 

Les trois anticorps monoclonaux 4x11, 11x2 et 11x7 sont ensuite mis a 
interagir avec les surfaces de reaction, sur lesquelles les quatre analogues 
differents du peptide ont ete immobilises. Six a dix concentrations de chaque 
anticorps monoclonal allant de 50 a 800 nM dans HBS pH 7.4 (10 mM HEPES, 
150 mM NaCl, 3,4 mM EDTA, 0.05% de tensioactif P20) sont utilises dans 
chaque test. La preparation d' anticorps est injectee a une vitesse de flux constant 
de 3 fxl par min pendant 7 min a 25 °C et les points de report de calcul sont 
ensuite pris toutes les 10 secondes pendant 5 min en commen?ant 1.30 min apres 
la fin de l'injection de l'anticorps monoclonal (Zeder et al., (1993), Molec. 
Recogn., 6, 71-79). 

Des essais de competition sont effectues comme decrit precedemment 
(Zeder et al., (1993), Molec. Recogn., 6, 71-79). Les anticorps monoclonaux 
4x11, 11x2 et 11x7 (200 nM) sont incubes avec les peptides competiteurs utilises 
en exces molaire de 1.75 a 800 par rapport a 1' anticorps. 

Les constantes cinetiques des anticorps sont mesurees comme decrit (Zeder 
et al., (1993), Molec. Recogn., 6, 71-79). La theorie de mesures cinetiques en 
utilisant le systeme Biosensor BIAcore a ete decrite precedemment (Zeder et al., 
(1993), Molec. Recogn., 6, 71-79; Altschuh et al. (1992), Biochemistry, 31, 
6298-6304). 

Resistance a la trypsin 

La resistance des quatre analogues de peptides a la trypsine est testee en 
utilisant 1' enzyme proteolytique immobilise de fa?on covalente sur des spheres de 
nylon de 3.2 mm de diametre (Michalon et al., (1993), Eur. J. Biochem., 216, 
387-394). L'activite specifique des spheres enzymatiques est equivalente a 18 
nmol de p-toluenesuIfonyl-L-arginine methylester hydrolysees par minute par 
sphere de nylon. La digestion par la protease est declenchee en immergeant 15 
spheres enzymatiques dans 1 ml d'une solution de peptide a 150 /xg/ml maintenue 
a 25 °C sous agitation constante. La digestion est effectuee dans HBS pH 7.4 
pendant 5 a 240 min. La reaction est arretee en retirant les spheres enzymatiques. 
Le clivage des peptides est e value par voie immunochimique. On laisse tout 
d'abord les melanges de digestion incuber a 25 °C avec le Mab 11x2 (200 nM) 
pendant 30 min puis on les expose au peptide L immobilise sur la surface de 
reaction activee comme decrit precedemment. Dans cet essai, si le peptide en 
solution est resistant a la trypsine, il entre en competition avec la liaison du MAb 
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11x2 au peptide L immobilise sur la surface dextran active comme decrit ci- 
dessus et le signal, exprime en unites de resonance (RU) est faible. Inversement, 
si le peptide est degrade par la trypsine, il n'y a pas de competition et le signal 
est equivalent au temoin sans peptide de competition. 

Resultats 

Peptides synthetiqves 

Quatre peptides sont utilises dans cette etude (Figure 1). Le peptide parent 
IRGERA correspond a l'extremite COOH terminale de l'histone H3, qui a ete 
etudiee precedemment (Friede et al., (1993) Molec. Immunol., 30, 539-547; 
Muller et al., (1982), EMBO J., 1, 421-425; Briand et aL, (1992), J. Immunol. 
Meth., 156, 255-265 ). Une cysteine et deux residus supplementaires de glycine 
sont ajoutes a l'extremite NH2 terminale pour permettre la conjugaison selective 
des peptides aux liposomes ou a la BSA, et pour accroitre r accessibility des 
peptides lies au support. 

La Figure 1 represente la structure du peptide L et les trois analogues 
structuralement associes utilises dans cette etude, c'est-a-dire l'enantiomere D 
(Benkirane et al., (1993), J. Biol. Chem. 268, 26279-26285), les analogues retro- 
inverso et retro modifies aux extremites. L' analogue retro est obtenu en 
remplagant les residus normaux d'acides amines L par les residus correspondants 
D et en inversant la direction de la chaxne peptidique. Ceci entraine le maintien 
de la topochimie des chaines laterales, ce qui signifie que 1' orientation spatiale 
originelle de toutes les chaines laterales se trouve maintenue (Goodman, M. et 
Chore v, M. (1979), Acc. Chem. Res., 12, 1-7). Dans le cas de V analogue retro, 
la chaine peptidique est inversee mais la chiralite des acides amines dans la 
sequence est retenue ce qui entraine une non complementarite de la chimie des 
chaines laterales entre cet analogue et le peptide parent. Ce retroanalogue est 
ainsi topochimiquement associe a l'enantiomere D. Cependant, dans de tels 
peptides lineaires, les deux paires de peptides topochimiquement associes ne 
possedent pas les memes groupements aux extremites et leurs charges ne sont pas 
complementaires. Pour resoudre ce probleme, un residu ge/n-diaminoalkyl peut 
etre introduit du cote amino-terminal et un acide malonique-2-substitue a 
Textremite carboxy terminale (Goodmann, M. et Chore v, M. (1979), Acc. 
Chem. Res., 12, 1-7). Cependant, les gem-diaminoalkyls monoacyles sont 
hydrolyses et on devrait s'attendre a ce que la demie vie des peptides incorporant 
de tels residus soit de 10 a 50 heures a 25°C (Loudon et al. (1981), J. Am. 
Chem. Soc, 103, 4508-4515). Par consequent, et parce que la cysteine NH2- 
terminale ne fait pas partie de T epitope, on a choisi d'utiliser une extremite 
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carboxamide. L'acide (R,S)-2-methylmalonique est incorpore dans les peptides 
sous forme de racemique generant ainsi une paire de diastereoisomeres. Les deux 
diastereoisomeres des deux analogues retro et retro-inverso sont identifies par 
HPLC analytique 6.35 et 6.64 min pour le retro-inverso et 6.50 et 6.78 min pour 
le retro, mais la separation n'est pas suffisante pour permettre aux 
diastereoisomeres d'etre purifies. Les melanges des diastereoisomeres sont 
consideres comme etant purs sur la base de l'analyse HPLC 87% pour le retro- 
inverso et 86% pour le retro et la spectroscopie de masse (M + l) + : 946.4. 

L'ellipsite negative trouvee a 198 nm dans le spectre CD du L-peptide et 
des retropeptides indique une forme non ordonnee. Comme mentionne 
precedemment pour le peptide-L parent et son enantiomere D (Benkirane et al., 
(1993), J. Biol. Chem., 268, 26279-26285), les spectres CD des analogues retro 
et retro-inverso sont des images par rapport a un miroir. 

Anticorps polvclonaux vis a vis des analogues d'IRGERA 
Des groupes de deux souris BALB/c sont injectes avec les quatre analogues 
d'IRGERA conjugues aux liposomes. La reaction des anticorps vis a vis des 
quatre peptides avec les analogues peptidiques et avec H3 est mesuree dans un 
test d'ELISA direct. Dans ce test, H3 et les quatre analogues peptidiques 
conjugues a BSA au moyen du SPDP sont utilises pour recouvrir les plaques. 
Comme represents sur les Figures 2 A et 2B, une forte reponse anticorps vis a vis 
des quatre peptides est obtenue dans les souris immunisees. Dans le cas du 
peptide L, les anticorps appartiennent aux sous-classes IgGl, 2a et 2b. La 
reponse anticorps IgG3 apparait legerement plus tard (saignee 4) que la reponse 
anticorps IgGl, 2a et 2b (saignee 2). Dans le cas des peptides retro-inverso, D et 
retro, la reponse anticorps IgG3 est predominante. La plupart des sous-classes 
d'anticorps reagissent de fa^on croisee avec Thistone H3 parente (Figures 2C et 
2D) a r exception des anticorps IgGl, 2a et 2b diriges contre le peptide D et le 
peptide retro (Figure 2D), qui montrent tres peu de reaction avec H3. II faut 
noter que bien que la reponse d' anticorps IgG3 vis a vis du peptide retro-inverso 
et du peptide retro soit particulierement forte, la duree de la reponse anticorps est 
similaire a celle induite contre les peptides L et D. 

Les anticorps d'isotypes IgGl, 2a et 2b obtenus diriges contre le peptide L 
et le peptide retro-inverso reconnaissent a la fois le peptide L et le peptide retro- 
inverso ainsi que I'histone H3 mais pas le peptide D et le peptide retro. 
Inversement, les anticorps d'isotypes IgGl, 2a et 2b obtenus contre le peptide D 
et le peptide retro reconnaissent a la fois le peptide D et le peptide retro, mais ni 
le peptide L ni le peptide retro-inverso. Les anticorps d'isotype IgG3 induits 
contre les quatre peptides reagissent de fa^on croisee egalement bien avec les 
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quatre analogues de peptides et avec H3. L'immunoreactivite des conjugues de 
peptide est confirmee dans un test de liaison par competition avec les peptides 
libres en solution (Tableau 1). 

De fagon generate, les resultats obtenus avec les deux types de tests 
5 (conjugues BSA-peptides adsorbes ou peptides libres) indiquent que: 

1) les anticorps d'isotype IgG peuvent etre obtenus facilement contre le 
peptide retro et le peptide retro-inverso; 

2) s'agissant des immunoretroi'des et du peptide D, une forte reponse IgG3 
est produite; 

10 3) le peptide retro-inverso IRGERA mime bien le peptide L naturel mais ni 

le peptide D ni le peptide retro, tandis que le peptide retro mime bien le peptide 
D mais ni le peptide L ni le peptide retro-inverso. 

AntiCQlDS monoclonaux vis a vis des analog ues L- et D-IRGERA 

15 Plusieurs experiences de fusion sont effectuees avec des cellules de rate de 

souris BALB/c immunisees avec les differents analogues d' IRGERA decrits 
precedemment (9). De 1' ensemble des anticorps monoclonaux qui sont obtenus, 
on a choisi trois anticorps sur la base de leur reactivite en ELISA avec les quatre 
analogues de peptides. Le Mab 4x11 (IgGl) est genere a partir de splenocytes 

20 d'une souris immunisee avec le peptide L; il reagit en ELISA avec le peptide L et 
le peptide retro-inverso mais pas avec le peptide D et seulement faiblement avec 
le peptide retro. Les anticorps monoclonaux 11x2 et 11x7 (tous les deux IgG3) 
sont generes a partir des splenocytes d'une souris immunisee avec le peptide D; 
ils reagissent en ELISA avec les quatre analogues IRGERA, ainsi qu'avec 

25 l'histone H3 parente. 

La liaison de ces anticorps aux quatre analogues de peptides est mesuree 
dans un BIAcore en utilisant des peptides lies de fa^on covalente a la matrice de 
dextrane a travers leur groupe SH libre. Les constantes cinetiques et les 
constantes d'affinite a l'equilibre des trois anticorps monoclonaux pour les quatre 

30 analogues de peptides sont rassemblees dans le tableau 2. Les constantes 
d'affinite a l'equilibre (Ka) de MAbs 4x11, 11x2 et 11x7 vis a vis des peptides 
homologues sont 3x10$ M"l, 1.3 x 10*° M-* et 1.2xl0 7 M' 1 , respectivement 
(Tableau 2). II faut noter que les deux anticorps monoclonaux 4x11 et 11x7 
montrent une valeur de Ka qui est au moins 50 fois plus faible pour le peptide 

35 homologue que pour un peptide heterologue, a savoir le peptide retro-inverso 
dans le cas de l'anticorps monoclonal 4x11 et le peptide retro dans le cas de 
l'anticorps monoclonal 11x7 (Tableau 2). L'anticorps monoclonal 11x2 reagit 
avec les quatre peptides. Cependant, en comparaison avec Taffinite de l'anticorps 
vis a vis du peptide homologue, les valeurs de Ka sont 30 fois plus faible pour le 
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peptide retro heterologue et lOMO 4 plus faible pour le peptide L et le peptide 
retro-inverso (Tableau 2). 

Afin de confirmer la difference dans Timmunoreactivite des differents 
analogues peptidiques, des essais d' inhibition avec les trois anticorps 
monoclonaux sont effectues dans le systeme BIAcore. On laisse reagir les trois 
anticorps monoclonaux preincubes avec des concentrations variees des quatre 
analogues peptides avec les peptides homologues immobilises sur la surface du 
SENSOR. Comme indique dans le Tableau 3, la liaison de r anticorps monoclonal 
11x2 aux peptides L et D est inhibee par les quatre analogues peptidiques (50% 
d' inhibition de la liaison de 1' anticorps observee avec 0.5 a 25 exces molaires des 
differents peptides vis a vis des anticorps). La liaison de 1* anticorps monoclonal 
4x11 au peptide L est inhibee seulement par les peptide libres L et retro-inverso, 
tandis que la liaison de 1* anticorps 11x7 au peptide D est inhibee seulement par le 
peptide D et le peptide retro libres. Ces resultats sont ainsi en complet accord 
avec ceux obtenus dans les tests ELISA et le test direct en BIAcore decrit ci- 
dessus. Sur le plan quantitatif cependant, lorsque la reactivite des anticorps avec 
les quatre peptides analogues est comparee en ELISA et dans le systeme 
BIAcore, dans quelques cas on trouve une faible correlation (Tableau 4). Par 
exemple, des valeurs similaires de densite optique (DO) sont obtenues en ELISA 
lorsque I' anticorps monoclonal 11x2 est mis a reagir avec les peptides L et D, 
tandis que les valeurs de Ka mesurees dans le systeme biosensor presentent une 
difference de 4 logs. 

Anticorps pQlyelonavx ami H3 4e lapi n v is a v i s des a nalogu es P. RI 
IRGERA et du peptide parent . 

Le tableau 5 montre que les anticorps anti-proteine parente (histone H3) 
sont capables de reconnaitre de fa^on identique en ELISA le peptide IRGERA 
parent et son analogue, le peptide RI. Ce resultat ouvre toutes les possibilites 
d' utilisation des immunoretroides en diagnostic dans tous les cas ou Ton veut 
de teeter des anticorps contre une proteine exogene (par exemple en virologie, 
microbiologic) ou endogenes (par exemple autoimmunity, maladies 
neurogeneratives) . 

Nous avons vu precedemment que des anticorps monoclonaux anti-peptide 
parent peuvent reconnaitre le peptide RI avec une affinite beaucoup plus elevee 
que celle mesuree dans le cadre de la reconnaissance du peptide parent par lesdits 
anticorps monoclonaux (voir tableau 2, anticorps monoclonal Mab 4x11), ce qui 
peut permettre d'ameliorer dans certains cas le test de diagnostic, par exemple en 
utilisant des anticorps, notamment monoclonaux, anti-RI pour "piquer" la 
proteine recherchee dans un melange biologique. 
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Resistance des analogues de peptide 3 la trypsins 

Un des avantages potentiels de l'utilisation des analogues peptidiques 
cpntenant des residus d' amino acides D ou des liaisons peptidiques inversees, 
reside dans leur plus forte resistance a la protease, ce qui pourrait accroitre leur 
immunogenic^ en comparaison des peptides naturels. En utilisant la rubredoxine 
radioactive Dintzis et al. (Dintzis et al., (1993), Proteins, 16, 306-308) ont 
montre par exemple que la forme D de la proteine etait retenue au moins 4 fois 
plus longtemps dans rorganisme que la forme L. Wade et al. (Wade et al., 
(1990), Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 87, 4761-4765) ont montre que les 
enantiomeres D de plusieurs antibiotiques peptidiques sont resistants a la 
degradation enzymatique. On a teste ici la resistance des analogues de peptides a 
la trypsine dont la specificite est fondee sur les chaines laterales d'arginine et de 
lysine positivement chargees. On a utilise l'enzyme immobilise de facon 
covalente sur des spheres de nylon et mesure la capacite residuelle de peptides 
proteolyses a entrer en competition avec le peptide L pour la liaison de 
l'anticorps monoclonal 11x2 dans le BIAcore. L'anticorps monoclonal 11x2 est 
utilise dans cet essai parce qu'il reconnait les quatre analogues en solution 
(Tableau 3). L'avantage de l'utilisation de l'enzyme immobilise sur des spheres 
de nylon reside dans sa plus grande stabilite, l'absence d'adjonction d'un agent 
bloquant Taction de la protease pour terminer la reaction et une maitrise 
experimental totale de 1'experience (Michalon et al., (1993), Eur. J. Biochem., 
216, 387-394). Comme represents sur la Figure 3, le peptide L est rapidement 
digere dans ces conditions. La moitie de son activite antigenique est perdue apres 
7 min et aucune activite ne reste apres 10 min. Le peptide retro est legerement 
moins sensible (demie vie: 9 min, complete perte d'activite immunologique 40 
min), tandis que les peptide D et retro-inverso sont beaucoup plus resistants a la 
trypsine (demie vie: 73 et 67 min respectivement, complete perte d'activite non 
encore observee apres 240 min). 
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TABLEAU 1 

Reconnaissance en test de competition d'ELISA du peptide IRGERA et analogues 
d'IRGERA par les anticorps de souris induits contre les peptides homologues et 
5 analogues 



Antigenes utilises Exces molaire du peptide inhibiteur requis pour inhiber 

comme inhibiteurs 50% de la liaison entre les anticorps anti-peptide et les 

10 antigenes homologues 

anti-L anti-RI anti-D anti-R 



15 



20 



peptide L 
peptide RI 
peptide D 
peptide R 
H3 



10 
10 



Reponse IgGL 2a, 2b 



80 
10 



18 



10 
5 



20 
10 



Reponse IgG3 



25 



peptide L 
peptide RI 
peptide D 
peptide R 
H3 



10 

50 

10 

5 

5 



50 
10 
70 
70 
60 



5 

10 
5 

50 
5 



70 
70 
30 
10 
90 



30 

Des plaques de micro tit ration sont recouvertes avec 2 de peptide 
conjugue a la BSA a l'aide de SPDP (rapport molaire du peptide au porteur 
1:10), et incubees avec des antiserums de souris diriges contre le peptide 
homologue (dilution de serum 1: 500) et pre incubees avec les differents peptides 
35 et avec H3 utilise en tant qu* inhibiteur. Un peptide temoin correspondant a la 
sequence 149-158 de la proteine du virus de la mosai'que du tabac est utilise en 
tant que reference interne et n'a aucun effet sur la liaison avec les anticorps. 

Les conjugues ami IgG de souris couples a la peroxydase sont tous deux 
dilues 1 : 5000. 



BNSOOCID: <WO 952491 6A1> 



WO 95/24916 



PCT/FR9S/00292 



-42 - 

Les exces molaires du peptide inhibiteur sont exprimes en fonction du 
peptide depose dans les puits des plaques de microtitration et sont calcules 
comme decrit (Benkirane et al., (1993), J. Biol. Chem., 268, 26279-26285). 

*-, reactivite croisee non detectable (jusqu'a 125 /ig/ml de peptide 
5 competiteur) 

L = peptide L parent, RI = peptide retro-inverso, D = peptide D, 
R = peptide retro. 

TABLEAU 2 

Constantes cinetiques et constantes d'affinite a 1'equilibre des Mab 4x11, 11x2 et 11x7 
10 pour les quatre analogues IRGERA, et 4x8 et 4x10, pour L-IRGERA et RI-IRGERA. 



MAbs peptide utilise ka (xlO 3 ) kd(xl0- 5 ) Ka(xl0 6 ) 

comme antigene (M - ^- 1 ) (s _1 ) (M* 1 ) 



i5 4xll (IgGl) 
(anti-peptide L) 



L 
RI 
D 
R 



3 ±0.2 
18 ± 0.5 

nb* 

nb 



100 ± 0.3 
8±0.2 



3 

225 



20 



11x2 (IgG3)L 
(anti-peptide D) 



L 
RI 
D 
R 



2 ±0.3 
13 ± 0.6 
130 + 0.3 
5 ±0.5 



100 ± 0.2 
160± 0.3 
1 ±0.4 
1 ± 0.3 



2 
8 

13 000 
500 



25 



11x7 (IgG3) 
(anti-peptide D) 



30 



L 
RI 
D 
R 



nb 
nb 

3 ± 0.4 25 ± 0.5 

6 ±0.6 1±0.4 



12 
600 



4x8 (IgGl) L 13 ± 0.2 15 ± 0.2 80 

(anti-peptide L) RI 419 ± 0.4 75 ± 0.5 558 



35 -- 



4x10 (IgGl) L 987 ±0.7 22 ± 0.2 4486 

(anti-peptide L) RI 910 ± 0.5 25 ± 0.4 3640 
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* nb, aucune liaison 

Les constantes du taux d 1 association (ka) et de dissociation (kd) sont les 
valeurs moyennes obtenues dans deux a quatre experiences independantes. 

L = peptide L parent; RI = peptide retro-inverso; D = peptide D; R = 
5 peptide retro. 

TABLEAU 3 

Reconnaissance en essais de competition dans le systeme BIAcore du peptide IRGERA 
10 et des analogues d' IRGERA par les anticorps MAb 4x11, 11x2 et 11x7 



Peptides utilises comme inhibiteurs Exces molaires du peptide inhibiteur requis 

15 pour inhiber 50% de la liaison entre les 

MAb et 

peptide-L peptide-D 
MAb4xll MAbllx2 MAbllx2 M AM 1x7 

20 



25 



L 
RI 
D 
R 



1 
3 
1 

0.5 



10 
15 
10 

25 



10 
10 



L = peptide L parent, RI = peptide retro-inverso, D = peptide D, R = peptide retro, 
les exces molaires de T inhibiteur sont exprimes par rapport a V anticorps (200 nM 
30 MAb). 

reactivite croisee non detectable (jusqu'a 250 fxg/ml de peptide competiteur). 
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TABLEAU 4 



Reactivite en ELISA des MAb 4x11, 11x2 et 11x7 avec les quatre analogues IRGERA. 
Constantes d'affinite a Tequilibre des trois MAb pour les quatre analogues. 

5 



MAb 


Tests 


T 


Reactivite avec les peptides 
RI D 


R 


4x11 


ELISA (DO) 


1.29 


1.12 


0.19 


0.40 




BIAcore (Ka M' 1 ) 


3x106 


2x108 


nb* 


nb 


11x2 


ELISA (DO) 


2.75 


1.78 


2.92 


1.92 




BIAcore (KaM-i) 


2xl0 6 


8xl0 6 


lxlO 10 


5x108 


11x7 


ELISA (DO) 


0.47 


0.89 


1.45 


0.78 




BIAcore (Ka M' 1 ) 


nb 


nb 


lxlO 7 


6x108 



* nb, aucune liaison. 

Pour 1' ELISA, les plaques de microtitration sont recouvertes avec 2 du 
peptide conjugue a la BSA a I'aide de SPDP et incubees avec les MAb (4 M g/ml). 
Les conjugues anti-IgG de souris - peroxydase sont dilues 1: 5000. 

L = peptide L parent, RI = peptide retro-inverso, D = peptide D, 
R = peptide retro. 
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TABLEAU 5 

Reactivite d'anticorps anti-histone H3 ( proteine parente) induits chez le 
lapin avec les peptides IRGERA L, D et RI 

5 



Antigenes Dilution du Antiserums anti-H3 Serum normal 

(peptides testes) serum anti-H3 lapin 1 lapin 2 lapin3 de lapin 

10 PEPTIDE L 1:1000 2.7K 1 ) 2.29 1.98 0.06 

1 : 2000 1.61 1.45 1.10 0.03 

1 : 4000 0.92 0.88 0.57 0.02 



PEPTIDE RI 1:1000 2.79 2.39 1.95 0.08 

15 1 : 2000 - 1.38 1.15 0.15 

1 : 4000 0.92 0.91 0.71 0.15 



PEPTIDE D 1 : 1000 0.04 0.02 0.02 0.03 

1 : 2000 0.03 0.02 0.01 0.05 

20 1 : 4000 0.18 0.01 0.01 0.04 



(1) Valeurs de la densite optique a 450 nm. 
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Exemple 2 

Peptides retro-inverso et diagnostic. 

Pendant la derniere decade, les immuno-essais en phase solide, tels que le 
test ELISA et les tests radioimmunologiques en phase solide sont devenus de plus 
en plus courants, et ces tests sont maintenant largement utilises pour determiner 
l'activite antigenique de peptides synthetiques a la fois a des fins de diagnostic et 
experimentales. En particulier, un certain nombre d'immuno-essais bases sur 
l'utilisation de peptides synthetiques pour la detection et la quantification d'auto- 
anticorps presents dans les serums de patients atteints de maladies auto-immunes 
ont ete developpes (Elkon, K.B., (1992) Use of synthetic peptides for the 
detection and quantification of autoantibodies. Molec. Biol. Rep,, 16: 207-212; 
Muller, S. (1994), Use of synthetic peptides for the analysis of B-cell epitopes in 
autoantigens, In: M. Zouali (Ed.) Autoimmunity: Experimental Aspects. 
Springer-Verlag, Berlin, Heidelberg, p. 76-90). II est important de souligner que 
pendant les tests, les peptides utilises, soit libres en solution, soit adsorbes 
directement sur des plaques de microtitration, peuvent etre alteres par les 
proteases qui sont presentes dans les serums de patients. L'une des 
caracteristiques de la reaction inflammatoire aigue est en effet la liberation 
d' enzymes proteolytiques variees, conduisant a une lesion des tissus et la 
liberation ulterieure d'autres proteases (Kaplan, A. P. et Silverberg, M. (1988) 
Mediators of inflammation: an overview. Meth. Enzymol., 163: 3-23). Dans les 
maladies auto-immunes telles que la polyarthrite rhumatoi'de ou le lupus 
erythemateux dissemine (LED), la degradation du tissu inflammatoire peut aussi 
etre causee par des complexes immuns circulants (Levinson, S.S. (1994), 
Humoral mechanisms in autoimmune disease. J. Clin. Immunoassay, 17: 72-84). 
La degradation proteolytique des peptides peut etre contournee par leur 
conjugaison a une proteine porteuse. Cependant, cette etape peut representer un 
inconvenient technique pour certains laboratoires, ou, selon la sequence du 
peptide en question, une strategic de couplage peut etre difficile a adopter lorsque 
les residus qui ne font pas partie de 1' epitope ne sont pas disponibles. Comme 
alternative, T invention vise selon Tun de ses aspects a convertir des peptides 
antigeniques en analogues peptidiques mimant les peptides parents 
("peptidomimetiques") qui soient resistants a la degradation proteolytique tout en 
conservant une haute activite antigenique. 
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2. Materiels et methodes. 
2.1 Peptides. 

5 Tous les analogues des peptides sont synthetises par la methode en phase 

solide sur un multisynthetiseur de peptides (Neimark, J. et Briand, J. P. (1993) 
Development of a fully automated multichannel peptide synthesizer with 
integrated TFA cleavable capability. Peptide Res. 6: 219-228), en utilisant un 
mode completement automatique pour les peptides L et un mode semi- 

10 automatique pour les peptides retro-inverso. Les derives d'acides amines L et D 
proteges proviennent de Neosystem (Strasbourg). La representation schematique 
des analogues peptidiques utilises dans cet exemple est representee sur le Tableau 
6. 

15 2,1.1 Peptide 130-135 de l'histone H3. 

La synthese des peptides L et retro-inverso a ete decrite precedemment 
(Guichard, G., Benkirane, N. t Zeder-Lutz, G., Van Regenmortel, M. H. V., 
Briand, J. P. et Muller, S. (1994) Antigenic mimicry of natural L-peptides with 
20 retro-inverso-peptidomimetics. Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 91: 9765-9769). 

2.1.2 Peptide 277-291 de la proteins 52 kP de Ss S A/Ro (R oS2). 

Les peptides L et retro-inverso sont assembles par chimie Boc sur une 
25 resine Boc Leu Pam (phenylacetamidomethyl) et sur une resine p-methyl 
benzhydrylamine, respectivement. L'assemblage de la chaine peptidique protegee 
est effectue a une echelle de 100 jimol en utilisant la neutralisation in situ decrite 
precedemment (Neimark, J. et Briand, J. P. (1993) Development of a fully 
automated multichannel peptide synthesizer with integrated TFA cleavable 
30 capability. Peptide Res. 6: 219-228). Pour les peptides retro-inverso, on mime 
l'extremite C-terminale du peptide parent en utilisant un derive malonate. L 1 ester 
monobenzylique de Tacide (R,S)-2-isobutyl malonique obtenu par alcoolyse de 
2,2-dimethyl-5,-isobutyl-l,3-dioxane-4-6 dione (Chorev, M., Rubini, E., Gilon, 
C, Wormser, U. et Selinger, Z. (1983) Synthesis of partially modified retro- 
35 inverso substance P analogues and their biological activity. J. Med. Chem., 26: 
129-135) est incorpore dans la chaine peptidique sous forme de racemate generant 
ainsi une paire de diastereoisomeres. Les peptides sont dives de la resine par 
traitement avec Tacide fluorhydrique anhydre (HF), contenant 10% (v/v) d'anisoi 
et 1% (v/v) de 1,2 ethanedithiol. . 
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Apres elimination de I'HF sous vide, les peptides sont extraits de la resine 
et lyophilises. Les peptides bruts sont ensuite purifies sur une colonne Aquapore 
C18 ODS (100 x 10 mm) en utilisant un appareil HLPC preparatif (Perkin Elmer, 
Saint-Quentin en Yvelines, France). En ce qui concerne r analogue retro-inverso, 
les deux diastereoisomeres ont pu etre separes et purifies par HPLC. lis sont 
identifies selon leur temps de retention. L'isomere retro-inverso le plus 
rapidement elue est designe par "peptide Rla" et le peptide le moins rapidement 
elue par "peptide Rib" (Tableau 6). Le taux d'isomerisation des 
diastereoisomeres separes a ete suivi a 4°C et a 37 °C. Tous les deux 
s'isomerisent lorsqu'ils sont incubes pendant 12 heures a 37°C (conditions 
normalement utilisees pour sensibiliser les plaques ELISA), les composants Rla 
et Rib conduisent a un melange a l'equilibre de diastereoisomeres d' environ 
50:50 (RIa/RIb) et de 70:30 (RIb/RIa) respect ivement. Au contraire, a 4°C les 
deux isomeres apparaissent tres stables, etant donne qu'on observe aucun 
changement dans les profils HPLC respectifs. Le revetement des plaques de 
plastique avec les analogues peptidiques Ro52 277-291 a ainsi ete effectue a 4°C 
tout au long de cette etude. 

2.1.3 Peptide 304-324 de la nroteine 60kD de SSA/Ro. 

Deux series de peptides ont ete synthetisees. Dans la premiere serie, les 
extremites N- et C-terminales du peptide parent et les extremites inversees du 
peptide retro-inverso ne sont pas protegees. lis sont assembles en chimie Fmoc 
sur une resine d'alcool p-alkoxybenzylique. Dans l'analogue retro-inverso D-allo- 
Ile, D-allo-Ile est introduit a la place de D-Ile. Dans la seconde serie d' analogues, 
les extremites terminales N et C du peptide parent et des peptides retro-inverso 
sont acetylees et amidees, respect ivement. Ces peptides bloques sont assembles 
en chimie Fmoc sur une resine Fmoc -2,4-dimethoxy-4'-(carboxymethyloxy)- 
benzhydry Iamine . 

L'assemblage des chaines peptidiques protegees est effectue a une echelle 
de 25 ^tmol selon une methodologie Fmoc classique. Les peptides de la resine 
sont clives avec le reactif K (King, D., Fields, C, et Fields, G. (1990) A 
cleavage method which minimizes side reactions following Fmoc solid-phase 
peptide synthesis. Int. J. Pept. Protein Res., 36: 255-266) pendant deux heures et 
chaque peptide est recupere dans un tube rempli d' ether de tert-butyl-methyl a 
4°C. Apres centrifugation, les culots sont laves deux fois avec de Tether froid. 
Apres la derniere centrifugation, chaque peptide est dissout dans une solution 
aqueuse pour etre lyophilise. Les peptides bruts sont finalement purifies comme 
decrit ci-dessus. 
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Quatre analogues peptidiques ont ete synthetises, a savoir le peptide parent 
L, le peptide L dans lequel le groupe COOH terminal libre est remplace par un 
groupe carboxamide -CONH2 et le peptide L et retro-inverso avec les extremites 
N- et C-terminales bloquees (Tableau 6). Les quatre peptides sont prepares en 
chimie Fmoc comme decrit ci-dessus. 

Tous les peptides utilises dans cette etude ont ete controles par HPLC et 
analyses par spectrometrie de masse (FAB) MS. 

2.2 Liaison du zinc aux analogues peptidiques du peptide 304-324 de R06Q. 

La capacite du peptide parent R06O 304-324 et des analogues retro-inverso 
de lier des ions zinc a ete testee en utilisant du ^Zn. Les peptides ont ete 
immobilises sur de la nitrocellulose comme decrit precedemment (Mazen, A. } 
Menissier-de Murcia, J., Molinete, M., Simonin, F., Gradwohl, G., Poirier, G., 
et de Murcia, G. (1989), Poly(ADP-ribose)polymerase: a novel finger protein. 
Nucl. Acids. Res., 17: 4689-4698; Muller, S., Briand, LP., Barakat, S., 
Lagueux, J., Poirier, G., De Murcia, G., et Isenberg, D. A. (1994) 
Autoantibodies reacting with poly(ADP-ribose) and with a zinc-fmger functional 
domain of poly(ADP-ribose) polymerase involved in the recognition of damaged 
DNA. Clin. Immunol. Immunopathol., 73: 187-196). 

2.3 Couplage du peptide 130-135 de H3, 

Le peptide 130-135 de H3 et son analogue retro-inverso ont ete conjugues a 
la serum albumine bovine (BSA) au moyen de N-succinimidyl 3-[2-pyridyl dithio] 
propionate (SPDP). Le rendement de couplage a ete mesure par 
spectrophotometrie en etudiant le relargage de la 2-thiopyridone a partir de BSA 
modifiee par le SPDP lors de T interaction avec les peptides contenant une 
cysteine (Muller, S. (1988) Peptide-carrier conjugation. Dans: R. H. Burdon et 
P. H. van Kippenberg (Eds.), Synthetic Polypeptides as Antigens. Elsevier, 
Amsterdam, p. 95-130). 

2.4 Serums auto-immuns humains et de souris. 

Des serums de souris femelles Fl lupiques (NZB/W) ont ete obtenus de S. 
Batsford (Freibourg, Allemagne). Les serums humains proviennent de patients 
souffrant de lupus erythemateux dissemine (LED) et de syndrome de Sjogren 



WO 95/24916 



PCT/FR95/00292 



-50- 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



BNSDOCID:<WO 952491 6A1> 



(SS). lis ont ete obtenus de D.A. Isenberg (Londres), O. Meyer (Paris) et G. 
Fournie (Toulouse). Les serums de volontaires sains ont ete obtenus de J.L. 
Pasquali (Strasbourg). La plupart de ces serums ont ete utilises dans des etudes 
anterieures (Ricchiuti, V., Briand, J. P., Meyer, O., Isenberg, D. A., Pruijn, G. 
et Muller, S. (1994) Epitope mapping with synthetic peptides of 52kD SSA/Ro 
protein reveals heterogeneous antibody profiles in human autoimmune sera. Clin. 
Exp. Immunol., 95: 397-407; Ricchiuti, V. et Muller, S. (1994) Use of peptides 
for the mapping of B-cell epitopes recognized by anti-Ro (SS-A) antibodies. 
Dans: D. A. Isenberg et A. C. Horsfall (Eds.), Autoimmune Diseases: focus on 
Sjogren's syndrome. Bios Scientific Publishers, Oxford, p. 101-106). 

2.5 Test ELISA, 

Les serums de souris lupiques ont ete testes par ELISA comme decrit 
precedemment (Benkirane, N., Friede, M., Guichard, G., Briand, J. P., Van 
Regenmortel, M. H. V. et Muller, S. (1993) Antigenicity and immunogenecity of 
modified synthetic peptides containing D-amino acid residues. J. Biol. Chem., 
268: 26279-26285). Seuls les anticorps d'isotype IgG ont ete testes. Le test des 
anticorps d'isotype IgG reagissant avec les peptides de Ro52 et Ro60 a ete realise 
comme decrit par Barakat et al. (Barakat, S., Meyer, O., Torterotot, F., 
Youinou, P., Briand, J. P., Kahn, M. F. et Muller, S. (1992) IgG antibodies 
from patients with primary Sjogren's syndrome and systemic lupus erythematosus 
recognize different epitopes in 60-kD SSA/Ro protein. Clin. Exp. Immunol., 89: 
38-45) et Ricchiuti et al. (Ricchiuti, V., Briand, J. P., Meyer, O., Isenberg, D. 
A., Pruijn, G. et Muller, S. (1994) Epitope mapping with synthetic peptides of 
52kD SSA/Ro protein reveals heterogeneous antibody profiles in human 
autoimmune sera. Clin. Exp. Immunol., 95: 397-407) excepte dans le cas du 
peptide Ro52 277-291, ou la sensibilisation des plaques ELISA a ete effectue a 
4°C au lieu de 37 °C (voir les raisons ci-dessus). La valeur seuil de positivite de 
chaque test incluant celle des tests bases sur l 1 utilisation des analogues 
peptidiques retro-inverso a ete determinee en utilisant 20 serums d'individus 
sains. L'activite antigenique des peptides est egalement mesuree par ELISA, en 
utilisant un test d' inhibition en phase liquide. La procedure est comme celle 
decrite precedemment (Ricchiuti, V., Briand, J. P., Meyer, O., Isenberg, D. A., 
Pruijn, G. et Muller, S. (1994) Epitope mapping with synthetic peptides of 52kD 
SSA/Ro protein reveals heterogeneous antibody profiles in human autoimmune 
sera. Clin. Exp. Immunol., 95: 397^07). 
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3. Rgsnltats. 

3.1 Peptides sv nthetiques et analogues retro-inverso. 

S'agissant de la sequence peptidique native, la modification retro-inverso 
des polypeptides lineaires implique 1' assemblage synthetique dans un ordre 
inverse des acides amines avec la stereochimie du carbone en a opposee a celle 
des acides amines L correspondants. Le resultat est que les positions des groupes 
amino et carboxyl dans chacune des liaisons peptidiques sont changees tandis que 
la topologie des chaines laterales est similaire ou identique a celle du peptide 
naturel. L' inversion des groupes terminaux cree un probleme majeur dans la 
complementarite de structure et de charge. Cependant, un ensemble d'approches 
a ete envisage pour traiter ce probleme (Goodman, M. et Chorev, M. (1979) On 
the concept of linear modified retro-peptide structures. Acc. Chem. Res., 12: 1- 
7). Par exemple, les analogues retro-inverso du peptide 130-135 de H3 et 277- 
291 de Ro52 sont synthetises comme des isomeres retro-inverso modifies a leurs 
extremites terminales. On a introduit un residu d'acide malonique substitue en C- 
2 pour mimer de fa?on proche le carbone C-terminal des peptides parents et du 
groupe carboxamide (-NH2-CO-) a la place du groupe amino terminal libre. Les 
deux diastereoisomeres du peptide retro-inverso 277-291 de Ro52 (analogues RIa 
et Rib, Tableau 6) ont pu etre separes par HPLC. 

Une alternative pour limiter le probleme de Textremite terminale consiste a 
preparer des peptides bloques et des analogues retro-inverso bloques. Cette 
solution a ete adoptee pour les peptides 304-324 de R06O et 28-45 de H3. 
^utilisation de cette strategic implique evidemment comme prealable que les 
peptides ayant leurs extremites terminales bloquees soient encore reconnus par 
des anticorps. 

Un autre probleme dans Tapproche des peptides retro-inverso est que les 
centres asymetriques secondaires des chaines laterales de threonine et d'isoleucine 
doivent retenir leur chiralite correcte. Ceci a ete etudie avec le peptide 304-324 
de R06O qui a ete synthetise dans sa forme retro-inverso, soit avec des residus D- 
Ile, soit avec des residus D-allo-Ile (Tableau 6). 

La purete des 13 peptides analogues utilises dans cette etude est superieure 
a 80% comme montre en HPLC analytique. L*analyse MS-(FAB) donne les 
resultats attendus pour tous les composes. 



WO 95/24916 



PCT/FR95/00292 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



BNSDOCID:<WO 952491 6A1> 



- 52 - 

3.2 Reconnaissance de V analogue retro-inverso d£ — rtlSXapeptide 

C-terminal de H3 par des serums de souris lupiaues. 

L'hexapeptide C-terminal de Thistone H3 correspond a un epitope majeur 
de la proteine (Muller, S., Himmelspach, K. et Van Regenmortel, M. H. V. 
(1982) Immunochemical localization of the C-terminal hexapeptide of histone H3 
at the surface of chromatin subunits. EMBO J., 1: 421-425). Ce segment a ete 
utilise comme peptide modele dans les etudes anterieures de peptides modifies, en 
particulier pour montrer que les analogues retro-inverso peuvent etre beaucoup 
plus resistants aux enzymes proteolytiques que les peptides L (Guichard, G., 
Benkirane, N., Zeder-Lutz, G., Van Regenmortel, M. H. V., Briand, J. P. et 
Muller, S. (1994) Antigenic mimicry of natural L-peptides with retro-inverso- 
peptidomimetics. Proc. Natl. Acad, Sci., USA, 91: 9765-9769). Tout d'abord, 
on a crible une serie de serums de souris femelles Fl (NZB/W) avec le peptide 
parent 130-135 de H3, et choisi un certain nombre de serums positifs. Ces 
serums ont ensuite ete testes en ELISA pour leur capacite a reagir avec le peptide 
130-135 retro-inverso. Comme montre sur le Tableau 7, les serums de souris 
lupiques reagissent aussi bien avec le peptide 130-135 retro-inverso qu'avec le 
peptide 130-135 parent. 

3.3. Reconnaissance de Tanalogue retro-inverso de Ro52 277-191 Par tes 
serums de patients auto-immuns. 

Trente serums de patients atteints de LED et de SS ont tout d'abord ete 
testes pour leur capacite a reagir avec le peptide parent 277-291 de Ro52 qui a 
ete precedemment identifie comme contenant un epitope reconnu par les anticorps 
de sous-classe IgG de patients auto-immuns (Ricchiuti, V., Briand, J. P., Meyer, 
O., Isenberg, D. A., Pruijn, G. et Muller, S. (1994) Epitope mapping with 
synthetic peptides of 52kD SSA/Ro protein reveals heterogeneous antibody 
profiles in human autoimmune sera. Clin. Exp. Immunol., 95: 397-407). En 
utilisant une valeur seuil de positivite correspondant a 0.30 unites DO (Ricchiuti, 
V., Briand, J.P., Meyer, O., Isenberg, D. A., Pruijn, G. et Muller, S. (1994) 
Epitope mapping with synthetic peptides of 52kD SSA/Ro protein reveals 
heterogeneous antibody profiles in human autoimmune sera. Clin. Exp. 
Immunol., 95: 397-407), on a trouve que parmi ces 30 serums, 5 contenaient des 
anticorps de sous-classe IgG reagissant avec le peptide L (Figure 6; plaques de 
microtitration sensibilisees avec les peptides a 4°C au lieu de 37 °C). Les 30 
serums (positifs ou negatifs vis a vis du peptide L) ont ete testes en parallele avec 
les analogues RIa et Rib. On a montre que tous les serums positifs avec le 
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peptide L etaient aussi positifs avec les peptides retro-inverso. Les valeurs de 
densite optique etaient significativernent plus elevees avec l'analogue Rib (Figure 
7). De fa?on tres interessante, parmi les 25 serums negatifs avec le peptide L, 10 
serums ont reagi avec le peptide Rib (Figure 6). La densite optique moyenne 
correspondant a la moyenne arithmetique de toutes les valeurs de densite optique, 
y compris les valeurs sous la ligne seuil de positivite est de 0.21 (deviation 
standard 0.25) et 0.51 (deviation standard 0.62) avec les peptides L et Rib, 
respectivement. 

Des tests de competition ont ete effectues avec les serums de 11 patients 
montrant en test ELISA direct des valeurs de densite optique superieure ou egale 
a 0.40 avec le peptide Rib 277-291. Lorsque le peptide L 277-291 est utilise 
comme inhibiteur et le peptide Rib comme antigene pour sensibiiiser les plaques 
de microtitration, on a trouve que le peptide L possedait une activite inhibitrice 
dans tous les cas. Selon les serums testes, on a trouve jusqu'a 75,8% 
d' inhibition. Le peptide homologue teste en parallele dans les memes conditions a 
inhibe jusqu'a 79,2% la liaison des anticorps au peptide Rib. 

On a ainsi demontre que non seulement le peptide 277-291 Rib mimait le 
peptide L, mais aussi qu'il etait generalement mieux reconnu que le peptide 
parent par les anticorps de patients. Ceci a permis de detecter la presence 
d' anticorps anti-peptide 277-291 dans 50% des serums de patients testes, tandis 
que seulement 17% des serums avaient reagi avec le peptide L (Figure 6). 

3.4 Reconnaissance de r analogue peptidique retro-inverso du peptide Ro60 
304-324 par les serums de patients auto-immuns. 

La region 304-324 de Ro60 a ete identifiee precedemment comme contenant 
un epitope majeur de la proteine (Ricchiuti, V. et Muller, S. (1994) Use of 
peptides for the mapping of B-cell epitopes recognized by anti-Ro (SS-A) 
antibodies. Dans: D. A. Isenberg et A. C. Horsfall (Eds.), Autoimmune 
Diseases: focus on Sjogren's syndrome. Bios Scientific Publishers, Oxford, p. 
101-106). Vingt serums de patients souffrant de LED et de SS ont tout d'abord 
ete testes avec les analogues L et retro-inverso. Six serums (30%) ont reagi avec 
le peptide L (densite optique moyenne 0.21, (deviation standard 0.26) tandis que 
15 serums (75%) reagissent avec le peptide retro-inverso (densite optique 
moyenne 0.81, deviation standard 0.54). Les serums de patients ont reagi 
legerement mieux avec T analogue retro-inverso D-allo-Ile comme represents sur 
la figure 8: 16 serums (80%) ont reagi avec ce dernier analogue (densite optique 
moyenne 0.81, deviation standard 0.50). 
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On a ensuite teste si les analogues peptidiques R06O 304-324 ayant 
I'extremite N-terminale acetylee et C-terminale carboxamidee etaient reconnus 
par les auto-anticorps. Si Ton compare avec la reactivite obtenue avec le peptide 
naturel L, on trouve que le peptide L bloque est beaucoup mieux reconnu par les 

5 anticorps de patients auto-immuns (Figure 8). Quatorze serums (70%) ont reagi 
avec le peptide L bloque (densite optique moyenne 0.86, deviation standard 
0.87). La densite optique moyenne et le nombre de serums positifs sont encore 
augmentes en utilisant T analogue retro-inverso ayant les extremites terminates 
bloquees (15/20 serums positifs soit 75%; densite optique moyenne 1.15, 

10 deviation standard 0.97). Selon les serums, la reaction positive avec Tanalogue 
retro-inverso bloque est encore detectable a la dilution 1:4000 du serum. La 
liaison des anticorps a 1' analogue bloque retro-inverso peut etre inhibee a la fois 
par T analogue retro-inverso bloque homologue et par le peptide L bloque 
heterologue. 

15 II a ete montre tres recemment que le peptide 304-324 de la proteine R06O 

qui contient un motif en doigt de zinc lie de fagon efficace le zinc radioactif 
(Muller, S., Briand, LP., Barakat, S., Lagueux, J., Poirier, G., De Murcia, G., 
et Isenberg, D. A. (1994) Autoantibodies reacting with poly(ADP-ribose) and 
with a zinc-finger functional domain of poly(ADP-ribose) polymerase involved in 

20 the recognition of damaged DNA. Clin. Immunol. Immunopathol., 73: 187-196). 
On a done verifie que les peptides analogues, et plus particulierement les peptides 
retro-inverso etaient capables de Her le ^Zn. Comme represents sur la figure 9, 
le peptide L bloque ainsi que les trois analogues retro-inverso lient effectivement 
le 65 zn. Ce resultat implique que les analogues retro-inverso, comme le peptide 

25 L naturel, peuvent aisement former une structure en doigt stabilisee par un atome 
de zinc central coordonne de maniere tetrahedrique, en utilisant les deux residus 
cysteine et les deux residus histidine de la sequence comme ligands (residus 305, 
309, 320 et 323; Figure 8). 

30 3.5 Reconnaissance de V analogue retro-inverso du peptide 28^5 de H3. 

Le peptide 28-45 de H3 et son analogue retro-inverso ont ete testes avec des 
serums auto-immuns. Dans des etudes precedentes, le peptide 30-45 de H3 
n'avait pas ete trouve comme possedant une activite antigenique significative 
35 (Muller, S., et Van Regenmortel, M. H. V. (1993), Histones. Dans: M. H. V. 
Van Regenmortel (Ed.), Structure of Antigens. CRC Press, Boca Raton, p. 149- 
178). On a teste en ELISA 69 serums de patients atteints de differentes maladies 
rhumatismales systemiques y compris 22 serums de patients lupiques. Parmi les 
69 serums, 12 serums (17.4%) sont positifs avec le peptide L naturel 28-45 (8 
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sur 22 serums LED), 20 serums (29%) sont positifs avec le peptide L bloque 28- 
45 (12 sur 22 serums LED), et 21 serums (30.4%) reagissent avec I'analogue 
retro-inverso bloque (12 serums sur 22 serums LED). 

5 4. Discussion. 

Dans le cadre de cette invention, on montre la possibility d'utiliser des 
peptides retro-inverso a la place de peptides L lineaires naturels pour detecter les 
anticorps dans le serum de patients auto-immuns. Dans tous les cas examines 

10 dans ce travail (regions antigeniques 28^45 et 130-135 de H3, 277-291 de Ro52 
et 304-324 de Ro60), on a trouve que les peptides retro-inverso possedent une 
actiyite antigenique au moins egale ou superieure a celle du peptide enantiomere 
L naturel. Ceci a permis de detecter davantage de serums positifs reagissant avec 
chaque peptide, et en general d'augmenter de fa?on significative les valeurs de 

15 densite optique des serums individuels vis a vis des sondes peptidiques sans 
changer la valeur du seuil de positivite determine avec des serums normaux. II 
faut noter que les anticorps reagissant avec les peptides retro-inverso ne 
constituent pas un sous-ensemble d' anticorps particuliers presents dans les serums 
de patients, etant donne que la liaison des anticorps de patients a T analogue retro- 

20 inverso est aussi bien inhibee par les peptides L que par les peptides retro- 
inverso. Ce nouveau developpement des peptides retro-inverso dans le diagnostic 
est done tres prometteur. 

Comme il est largement developpe ci-dessus, le succes de cette approche 
repose sur un parfait controle des peptides sondes. Ainsi, il y a lieu de preter une 

25 attention particuliere a 1' inversion des charges des extremites qui peuvent alterer 
la reactivite antigenique des peptides retro-inverso. Par exemple, beaucoup 
d'enantiomeres de peptides biologiquement actifs decrits dans la litterature pour 
leur utilisation en pharmacologic ne sont pas du tout actifs. Un certain nombre 
d'approches ont ete envisagees pour contourner ce probieme (Goodman, M., et 

30 Chorev, M. (1979) On the concept of linear modified retro-peptide structures. 
Acc. Chem. res. 12: 1-7); (Chorev, M., et Goodman, M. (1993) A dozen years 
of retro-inverso peptidomimetics. Acc. Chem. Res., 26: 266-273). Par exemple, 
un residu gem-diaminoalkyl peut etre introduit a Textremite N-terminale du 
peptide retro-inverso et Tacide malonique substitue en 2 peut etre introduit a 

35 1'extremite carboxy-terminale. Cependant, les monoacyl ge/n-diaminoalkyl sont 
hydroly sables, et il faut s'attendre a ce que la demi-vie des peptides incluant de 
tels residus soit de 10 a 50 heures a 25 °C (Loudon, G. M., Merrick, R. A. et 
Jacob, J. N. (1981) Mechanism of hydrolysis of N-(l-aminoalkyl) amides. J. Am. 
Chem. Soc, 103: 4508-4515). En consequence, dans le cas des peptides retro- 
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inverso 130-135 de H3 et 277-291 de Ro52, on a choisi une terminaison 
carboxamide a la place d'un groupe amino libre des peptides parents. L/acide 
malonique substitue en C-2 est incorpore dans ces peptides sous forme de 
racemate pour mimer 1'extremite C-terminale des peptides L. II faut relever que 
5 dans le cas de r analogue retro-inverso de Ro60 304-324, on a trouve que 
I 'analogue retro-inverso avec les extremites terminales inverses non bloquees etait 
mieux reconnu que le peptide L (Figure 8) suggerant que pour ce peptide 
particulier, r inversion des groupes terminaux n'affecte pas son antigenicite. 

En comparaison avec les peptides parents ayant les extremites N- et 
!0 C-terminales libres, on a trouve que les peptides bloques 304-324 de Ro60 et 28- 
45 de H3 sont mieux reconnus par les anticorps de serums auto-immuns. Ceci 
peut etre correle au fait que les anticorps sont vraisemblablement induits contre 
les proteines complexees avec d'autres proteines ou avec des acides nucleiques 
(ADN ou ARN). Lorsque des sequences internes dans la structure primaire de la 
15 proteine sont specifiquement reconnues par des auto-anticorps, il se peut que les 
peptides comportant des groupes amino et carboxyl bloques miment mieux la 
region interne de la proteine (Gras-Masse, H. S., Jolivet, M. E., Audibert, F. 
M., Beachey, E. H., Chedid, L. A. et Tartar, A. L. (1986) Influence of COHN 2 
or COOH as C-terminus groups on the antigenic characters of immunogenic 
20 peptides. Molec. Immunol., 23: 1391-1395). En corellaire de ce qui est dit plus 
haut et concernant la presence des extremites terminales inverses dans les 
analogues retro-inverso bloques, on a trouve a nouveau que 1' inversion des 
extremites terminales n'a pas d'effet sur 1' antigenicite. II est conseille cependant 
de controler ce resultat pour tout nouveau peptide teste. 
25 La presence des residus threonine et isoleucine qui contiennent deux centres 

chiraux peut egalement presenter un probleme pour respecter la chiralite correcte 
du compose retro-inverso. Le peptide Ro60 304-324 contenant deux residus 
isoleucine en position 319 et 324, deux analogues retro-inverso ont ete 
synthetises soit avec des D-IIe, soit avec des D-allo-Ile, et on a trouve que 
30 1' analogue retro-inverso D-allo-Ile etait un peu mieux reconnu par les anticorps 
des patients que T analogue retro-inverso contenant les residus D-Ile. II faut noter 
cependant que les deux peptides 277-291 de Ro52 et 28-45 de H3 contiennent 2 
residus threonine, et apparemment, ceci ne semble pas affecter leur activite 
antigenique. 

35 Enfin, dans le cas de peptides contenant des residus proline, 1* analogue 

retro-inverso peut presenter a ce niveau des contraintes conformationnelles 
locales (Goodman, M., et Chorev, M. (1979) On the concept of linear modified 
retro-peptide structures. Acc. Chem. Res. 12: 1-7); (Chorev, M., et Goodman, 
M. (1993) A dozen years of retro-inverso peptidomimetics. Acc. Chem. Res., 
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26: 266-273), qui peuvent influencer la liaison du peptide retro-inverso a 
1'anticorps. Etant donne que le peptide retro-inverso de Ro60 304-324 qui 
contient un residu proline en position 321 est tres bien reconnu par les auto- 
anticorps et peut efficacement lier le zinc, cela suggere que ce residu proline 321 
5 present dans le motif en doigt de zinc (Figure 8) sert seulement a maintenir les 2 
residus histidine a une distance appropriee et qu'il ne compromet ni la liaison des 
ions metalliques, ni T interaction avec des anticorps. 
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Exernple 3 

Peptides retro-inverso et vaccin. 

A titre d' illustration dans le domaine de la vaccination, 1' invention a plus 
particulierement pour objet des peptides totalement retro-partiellement inverso 
correspondant au determinant antigenique majeur situe sur la proteine VPj du 
virus de la fievre aphteuse (foot-and-mouth disease virus, FMDV, en anglais). 

La fievre aphteuse demeure Tune des principales maladies affectant les 
animaux tels que bovins, ovins et caprins, et peut donner lieu a des penes 
economiques considerables. Bien que cette maladie entraine rarement la mon 
de 1' animal, les pertes de production restent tres elevees et les sequel les 
nombreuses obligent a 1'abattage des animaux. 

Le FMDV appartient a la famille des picornaviridae qui rassemble les 
virus les plus simples que Ton connaisse. Seule une approche chimique a 
permis de comprendre la structure exacte du FMDV: 1'enveloppe est 
constitute de T association de 60 copies de chacune des 4 proteines appelees 
VPj, VP2, VP3 et VP4. On sait aujourd'hui que c'est la proteine VP^ qui 
declenche la synthese d'anticorps (Ac) neutralisants. 

Les vaccins existent classiquement sous deux formes, attenues ou 
inactives, mais leur preparation et leur manipulation presentent de nombreux 
inconvenients. Depuis quelques temps, une nouvelle generation de vaccins 
plus surs et plus stables que les produits traditionnels est en train de voir le 
jour. Ainsi, dans le cas du FMDV, plusieurs groupes de chercheurs ont etudie 
la possibility de faire produire grace aux techniques du genie genetique des 
quantites importantes de la proteine VPj. Cependant, les doses necessaires 
pour induire une protection du betail sont, comme pour la proteine VP\ 
naturelle isolee des particules virales, encore trop elevees. 

Paralleiement, une autre approche envisagee a constitue a imiter par 
synthese chimique le fragment 141-160 de la proteine VP^. Ce fragment, en 
effet, correspond a une region particuliere de la proteine VPj, sur lequel le ou 
les amicorp(s) neutralisant(s) se fixe(nt) specifiquement. D* autre part, ce 
meme peptide couple a une proteine porteuse induit chez le cobaye une 
reponse immune telle que T animal immunise est protege contre la fievre 
aphteuse (ces animaux constituent un tres bon modele biologique pour Tetude 
de la maladie). II a ete constate qu'une seule injection de peptide conjugue 
etait suffisante pour proteger des animaux Lnfectes. 

Des recherches fondamentales sont cependant encore necessaires pour 
donner a ces peptides de synthese toute leur efficacite en tant que vaccins. II 
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s'avere en effet souvent difficile, voire impossible cTobtenir des titres d'Ac 
anti-peptide neutralisants suffisants. Ceci pourrait etre lie aux problemes lies a 
la stabilisation d'une conformation "optimale" d'une sequence lineaire ainsi 
qu'a la degradation rapide des peptides injectes chez 1* animal. Dans le cadre 
de T invention, a done ete entreprise T etude des proprietes antigeniques et 
immunogeniques d' analogues retro-inverso (RI) issus de la boucle 
immunodominante de trois variants de serotype A 12 du FMDV. Les sequences 
de ces peptides et des analogues RI correspondants sont represents sur le 
tableau 8 (remarque: la sequence parente du peptide etudie couvre la region 
141-159; un residu cysteine est rajoute en position N-terminale a des fins de 
couplage). 

TABLEAU 8 

Sequences de peptides synthetiques (region 141-159) issus de la 
boucle immunodominante de trois variants du serotype A12 du virus de la 
fievre aphteuse (FMDV). 

peptide FP C-GW1.S-G-V-R-G-D-E-G-S-L-A-E-R-V-A-R-Q-L159 
(souche USA) 

Peptide FL C-Gl 4i -S-G-V-R-G-D-E-G-S-L-A-L-R-V-A-R-Q-L^9 

Peptide SL C-G 14 1 - S-G- V-R-G-D-S-G-S-L- A-L-R- V- A-R-Q-L 1 59 

(souche A) 

Sequences des analogues retro-inverso correspondants 
HO-m(R ou S)Leu-q-r-a-v-r-(*)-a-l-s-G-(**)-d-G-r-v-G-s-G-c-NH 2 

(**) : f f s 

(*) : p 1 1 

L* etude se divise en 3 parties: 

} ) Rpirfe des proprietes antigeniques des analogues. 
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On dispose de serums de cobayes immunises centre le virus ("anti- 
virion"), la proteine VPj ("anti-proteine VPi"), contre le peptide 141-159 
(variant USA; "anti-peptide FP") ainsi que du serum provenant de cobayes 
infectes par le virus ("convalescent"). Du serum normal (lot negatif) de cobaye 
sen de temoin. Les resultats sont represents dans le tableau 9. Les deux 
diastereomeres RIa et Rib ont ete separes, purifies par HPLC et testes 
separement en ELISA. L'isomere RI le plus rapidement elue en HPLC est 
appele RIa, le 2e pic elue (isomere le moins rapidement elue) renferme 
l'isomere baptise Rib. Seuls les resultats avec le systeme FP sont montres. 

On notera que les analogues RI sont aussi bien et souvent bien mieux 
reconnus que le peptide FP-L parent. Les resultats sont analogues dans le cas 
des peptides FL et SL. 

Des etudes d' inhibition ont ete realisees en BIAcore. Dans le tableau 10, 
on montre les quantites d' analogues qu'il faut utiliser pour inhiber 50% de la 
liaison des divers anticorps au peptide parent FP-L immobilise sur la matrice 
de dextrane (par la cysteine). Dans cette serie d* experiences, on a etudie l'effet 
de la position en N-t ou C-t de la cysteine et l'effet de bloquer 1'extremite C-t 
ou les 2 extremites N- et C-t. 

On notera que les analogues RI bloques ou non sont tout aussi bons 
competiteurs que le peptide FP-L parent. 
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2) Fnide des proprietes immunogeniaues des analogue s, 

On a injecte le peptide parent (-L) et ies analogues RIa et Rib dans des 
iapins et mesure la reponse en ELISA a regard des peptides homologues. 

Les resultats sont montres avec le peptide FL sur le tableau 11. On 
notera que le peptide FL-RIb a induit chez le lapin "Cannes" des titres 
d'anticorps 8 fois plus eleves. De plus, alors que I'animal n'est plus 
reimmunise, le titre chute lentement chez le lapin "Cannes" alors qu'il chute 
tres rapidement dans le lapin anti-peptide FL-L ("Antibes") pour etre nul a 
jour 143 (au meme moment, le titre en anticorps chez le lapin "Cannes" est 
encore de 6000). 

TABLEAU 11 



Test en ELISA des serums de lapins immunises contre le peptide FL 
parent et les analogues RI du peptide FL. 





Lapin Antibes 


Lapin Romarin 


Lapin Cannes 


Saignees (2) 


Anti-FL-L/FL-L 


Anti-FL-Rla/FL-RIa 


Anti FL-RIb/FL-RIb 


1 jours 23 


0(3) 


250 


4000 


2 37 


4000 


6000 


6000 


3 52 

4 64 


8000 
24000 


16000 
24000, 


100000 
2QQQQQ 


5 78 


550 


4000 


64000 


6 113 


275 


500 


48000 


7 143 


0 


0 


6000 


8 173 


0 


0 


1QQQ 


9 203 


0 


0 


Q 



(1) Les lapins ont ete immunises aux jours 0, 14, 30, 43 et 58 avec les 
analogues peptidiques (60 jig/injection) couples de fagon covalente a des petits 
liposomes unilamellaires contenant du monophosphoryl lipide A comme adjuvant 
(injections sous cutanee). 

(2) Jours apres la lere injection. 

(3) Les valeurs sont exprimees en tant que titres (dilution la plus elevee de 
serum a laquelle la valeur d'absorbance en ELISA est de 1.0). Les saignees sont 
testees en ELISA en utilisant 2 /xM des conjugues peptide-BSA pour sensibiliser les 
plaques. 
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Principe du test: 

^ serum anti-peptide^" 
a la BSA par la cysteine cone, variables 



/ (au moyen de SPDP) 
/| 2 mM 

une nuit a 37°C 



lh, 37°C 



anti-lapin \ 
IgG 

peroxydase 
1: 40 000 
30 min, 37°C 



TMB/H 2 0 2 



15 min, 37°C 



SPDP = N-succinimidyl-3(2-pyridyldithio)propionate 

Sur le meme principe que celui presente sur le tableau 10, on a teste la 
reconnaissance des differents analogues par les anticorps de lapin anti-peptide 
en utilisant les analogues en solution dans le BIAcore (tableau 12, test de 
competition). 
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On note que les Ac anti-FL reconnaissent aussi bien les peptides de la 
serie FL et de la serie FP et qu'il y a reaction croisee entre peptides-L, RIa et 
Rib des deux series FL et FP. 

3) Etude des proprietes immunogeniaues des analogues: reponse 
neutralisante. 

Les peptides FP-L et Rib ont ete injectes dans des cobayes et on a 
mesure in vitro la reponse neutralisante sur le virus. Les preparations utilisees 
correspondent aux peptides analogues lies a des liposomes de type petits 
liposomes unilamellaires prepares selon le precede decrit par Benkirane et al. 
(J. Biol. Chem., 2M: 26279-26285, 1993). Le test de neutralisation a ete 
effectue selon Francis et Black (1983) J. Hyg. Camb., 21: 329-334. Les 
resultats sont reportes sur le tableau 13. 

TABLEAU 13 



Resultats de neutralisation in vitro de la le et 2e saignee 
(3 animaux par peptide) 





lere saignee 


2eme saignee 


FP-L 


nui 


1.0 




1.0 


2.0 




nul 




FP-RI 


0.5 


1.0 




0.5 


1.5 




0.5 


2.5 



lere injection: j 0 

lere saignee: j 20 

2eme injection: j 43 

2eme saignee: j 74 



Les resultats sont exprimes en logjo et correspondent a la difference 
entre le titre du virus incube avec du serum normal et celui du virus incube 
avec du serum de cobaye immunise (dilution des serums 1/20). 

Les tests ont ete realises dans le laboratoire du professeur F. Brown 
(Departement americain d' agriculture, Centre des maladies animates de Plum 
Island, Greenport, NY 11944, USA). 





WO 95/24916 ~ PCT/FR95/00292 



- 72 - 

On note que l'efficacite du peptide FP-L est similaire a celle du meme 
peptide precedemment decrite (Rowlands et al., Nature, 206 : 694-697, 1983) 
et que ces resultats sont tout a fait reproduits avec le peptide FP-RL 

5 Exemple 4 

Immunomodulation therapeutique. 

Recemment, le phenomene d'antagonisme TCR (recepteur des cellules 
10 T) par des peptides analogues d' epitopes T a ete montre et 1'utilisation 
d' antagonistes specifiques du TCR a ete decrite (De Magistris, M. T., 
Alexander, J., Coggeshall, M., Altmon, A., Gaeta, F. C. A., Grey, H. M. et 
Sette, A. (1992) Cell 6£: 625). Ces peptides sont capables d'inhiber la 
proliferation des cellules T induites par un antigene. De tels peptides 
15 antagonistes sont obtenus par substitution d'un acide amine parmi les residus 
du peptide antigene en contact avec la cellule T, ou bien par incorporation de 
residus en contact avec le TCR dans une sequence de poly-alanines. 

La presente invention tient son originalite dans le fait qu'elle a 
precisement pour objet 1'utilisation d'immunoretroides correspondant a des 
20 peptides agonistes ou antagonistes des TCR pour Tobtention de "medicaments" 
destines au traitement viral (effet agoniste sur les cellules T suppressives) ou 
au traitement de maladies autoimmunes (effet antagoniste sur les cellules T 
auxilliaires ou "helper" en anglais par exemple). 

On a pris pour exemple les immunoretroides partiellement retro-inverso 
25 d'un epitope T cytotoxique (epitope 56-68) de la matrice du virus de la grippe 
reconnu par la molecule HLA-A2 (molecule de classe I). Dans ce travail, on a 
remplace systematiquement une a une les liaisons amide du peptide parent par 
des liaisons retro-inverso. Les pseudopeptides ay ant servi a cette etude ont ete 
synthetises par la methodologie en solution comme decrit ci-dessus. La liste de 
30 ces peptides est presentee figure 10. La terminologie a, b a ete utilisee iorsque 
les deux isomeres optiques ont pu etre separes par HPLC. Sur la figure 10, le 
contenu de la parenthese precedant M58-66 indique la position de la liaison 
retro-inverso. A titre d'exemple pour le peptide GG5, [gLeu 60 -mGly 61 ] M58- 
66 signifie que la liaison retro-inverso est entre T acide amine 60 et T acide 
35 amine 61. II faut noter que Iorsque la liaison retro-inverso porte sur Gly-Ile, 
He a ete remplace par Leu (cf. peptides GGOa et GGOb) et Iorsque la liaison 
retro-inverso porte sur Phe-Thr, Thr a ete remplace par Ala (cf. peptide 
GG11), pour des facilites de synthese etant donne que cette mutation n'affecte 
pas la liaison a la molecule HLA. 
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On a dans un premier temps etudie 1' interaction de chaque 
immunoretroide avec la molecule presentatrice de peptide HLA-A2, puis 
chaque peptide capable de se lier a ete teste pour ses capacites a inhiber ou 
activer la reponse T cytotoxique. 

. Le premier test (test de liaison des peptides a la molecule HLA-A2) est 
realise comme suit: 

1. Source de HLA-A2 

1.1 A partir de la lignee cellulaire T2. 

T2 est un variant de la lignee Tl produite par la fusion d'une cellule 
d'un lymphome T (CEM) et d'une lignee cellulaire lymphoblastoide B 
(721.174). Par immunofluorescence, on ne detecte quasiment pas de molecules 
HLA de classe I a la surface des T2. Ceci est du a une mutation entralnant 
T absence de transporteurs de peptides dans le reticulum endoplasmique. 
Comme il n'y a pas de peptides pour stabiliser l'association chaine lourde et 
(32microglobuline (P2m) a part peut-etre quelques peptides endogenes signaux, 
on considere ces cellules comme une excellente source de molecules HLA 
classe I "vides", pretes a accueillir des peptides exogenes dans leur site 
accepteur. 

En ajoutant du peptide exogene, les molecules HLA sont stabilisees. 

1.2 A partir de molecules HLA purifiees. 
1.2 ,1 Purif ication des molecules HLA classe I. 

Les molecules HLA ont ete purifiees sur une colonne d'affinite a partir 
de cellules lymphoblastoi'des B immortalisees par le virus d'Epstein-Barr 
(EBV). Pour cela, les cellules ont ete lysees dans un tampon Tris-HCl 50 mM, 
NaCl 150 mM, EDTA (acide ethylenediaminetetraacetique) 5 mM, Nonidet 
P40 (NP40) 0.5% contenant des inhibiteurs de proteases. Les lysats ont ete 
ensuite passes sur une serie de colonnes sur lesquelles sont fixes des anticorps 
anti-HLA. On a recupere par elution en pH basique les molecules du CMH 
fixees sur ces colonnes d'af finite. 
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1.2.2 Denaturation des molecules HLA classe I. 

Les molecules HLA classe I purifiees doivent etre "videes" de leurs 
peptides endogenes avant de pouvoir etre testees pour T assemblage avec des 
peptides exogenes. Pour cela, on realise une denaturation avec NaOH 12.5 
mM, Uree 1.5 mM, serum albumine bovine (BSA) tres pure (Sigma) 1% 
pendant lh a 4°C. Les chaines lourdes sont recuperees apres passage des 
molecules HLA denaturees sur colonne G25/PD10 Sephadex (Pharmacia). Les 
peptides qui pourraient reformer un tri-complexe avec la chaine lourde et la 
P2m sont elimines par retention dans la colonne. Les chaines legeres P2m 
(12 kd) devraient sortir avec les chaines lourdes de la colonne (exclusion 
< 10 kd), mais certaines etant potentiellement retenues, on ajoute 
secondairement de la (32m exogene (2 fig/ml, SIGMA). 

2. Anticorps. 

Les anticorps monoclonaux suivants ont ete employes pour pieger les 
chaines lourdes des molecules HLA au cours des etapes de chromatographic 
d'affinite et lors du point 3. ci-dessous: 

- W6/32 et B9.12.1 qui sont diriges contre tous les types HLA mais qui 
reconnaissent des epitopes distincts, 

- Bl.23.2 pour les HLA-B, 

- BB7.2, specifique du HLA-A2, 

- A 1 1 . 1 , specifique des HLA-A3 , A 1 1 et A24 , 

- M28 qui reconnait la P2m. 

3. Detection de l'assemblage HLA-peptide. 

- Avec les cellules deficientes en transporters de peptides; 800 000 cellules 
ont ete lysees pendant lh a 37°C dans du tampon Tris-HCl 50 mM, NaCl 150 
mM, EDTA 5 mM, Nonidet P40 0.5% avec des inhibiteurs de proteases en 
presence ou non de peptide exogene a la concentration voulue. Apres 
centrifugation, les surnageants ont ete recuperes et completes a 200 ^1 avec du 
tampon phosphate salin (PBS) tween 0,05%, BSA 1%, PMSF (fluorure de 
phenylmethylsulfonyle) 1 mM, inhibiteur de trypsine (TI) 10 mg/ml. 

- Avec le HLA purifie et denature: des fractions aliquotes de 1 jxg de HLA ont 
ete incubees en presence ou non de peptide exogene a la concentration voulue 
pendant 24 ou 48h a 4°C. Les produits de renaturation ont ete amenes a un 
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volume de 200 til avec du PBS tween 0,05%, BSA 1%, PMSF 1 mM, TI 10 
mg/mL 

Dans tous les cas, les echantillons ont ete deposes pendant une nuit a 
4°C en duplicate de 100 /xl dans les puits de microplaques sensibilisees avec 
5 des anticorps monoclonaux specifiques de chaines lourdes des HLA etudies. 
Ces anticorps ont ete au prealable immobilises a 10 /xg/ml dans du PBS 
pendant 2h a 37°C ou la nuit a 4°C puis une saturation a ete faite avec du PBS 
contenant de la BSA 1% pendant lh a 22°C. 

Comme la fixation de la P2m a la chaine lourde d'un HLA ne se fait que 
10 si un peptide est present pour stabiliser le complexe, on revele uniquement les 
HLA ay ant lie un peptide grace a T anticorps M28. Cet anticorps anti-P2m est 
couple a la phosphatase alcaline. La presence de r enzyme, et done de 
r anticorps, a ete revelee par son action sur le substrat 4-methyl umbelliferyl P 
(MuP, Sigma) qui est transforme en methyl umbelliferone. Ce dernier emet un 
15 signal fluorescent lors d'une excitation a 405/492 nm. La lecture a ete faite 
avec Tappareil Fluoscan (Millipore). 

La figure 1 1 resume le principe de la detection. 



Les resultats sont montres sur la figure 12: on voit que le peptide retro- 
20 inverso GGOa est au moins aussi actif que le peptide parent M58-66 (les 
peptides Leu 59 et Ala 65 qui renferment des changements He -» Leu en 
position 59 et Thre — > Ala en position 65 sont egalement tres actifs). Les 
analogues RI GGOb, GG7, GG10 et GG11 sont un peu moins actifs mais se 
lient significativement a la molecule HLA-A2. Les autres analogues RI (GG1, 
25 GG5, GG8 et GG12) ne se lient pas a la molecule HLA-A2. 



30 



. Pour etre efficace en immunomodulation, il ne suffit pas qu'un peptide 
se lie a la molecule HLA, il doit encore etre reconnu par le TCR. Le 
deuxieme test est done un test biologique dont le principe est le suivant: 



EFFECTEUR: 



CIBLE: 



35 



40 



lymphocytes T d'un individu type 
HLA A2 et ayant eu la grippe 
recemment (cellules stimulees plusieurs 
fois par le peptide 58-66 en presence 
de cellules B et T irradiees) 




lymphocytes T du meme 
donneur traites par le virus 
d f Epstein-Barr + peptides 
1 /xg/nil 
GGOa 
GG10 
GG7 



melange de l'effecteur et de la cible 
Mesure de la cytolyse 
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Les resultats sont montres sur la figure 13: le peptide GGOa est au moins 
(sinon plus) efficace que le peptide M58-66 parent pour inhiber la cytolyse. Le 
peptide GG10 est moins efficace. Le peptide GG7 n'induit pas de cytolyse. Ce 
dernier peptide est done tout aussi interessant que GGOa. On en deduit que 
5 GGOa semble etre un tres bon agoniste de la cytolyse, et que GG7 pourrait 
etre un antagoniste de la cytolyse. 



BNSDOCID: <WO 952491 6A1 > 



-77- 



REVENDICATIONS 

Utilisation 

* de composes du type peptidique, 

dont Tune au mo ins des liaisons -CO-NH-, et avantageusement 
toutes les liaisons -CO-NH-, de la chaine peptidique du peptide 
parent correspondant, (ne comportant pas de liaison -NH-CO- 
dans sa chaine peptidique), est (sont) remplacee(s) par une 
(des) liaison(s) -NH-CO-, 

la chiralite de chaque residu aminoacyle, qu ! il soit implique ou 
non dans une ou plusieurs liaisons -NH-CO- susmentionnees, 
etant soit conservee, soit inversee par rapport aux residus 
aminoacyles correspondants constituant ledit peptide parent, 
ces composes du type peptidique etant encore designes 
immunoretroides, avantageusement 

les immunoretroides derivant des peptides parents qui 
repondent a la formule (I) suivante: 

X- AA 1 -( AA2 AAn- 1 )j-AAn-Y (I) 

dans laquelle: 

- AA1 represente un residu aminoacyle pouvant etre desamine 
et dont la fonction amine en a, si elle existe, peut etre protegee par 
un groupement X, X representant P-, R- ou RCO- 

- i = 0 ou 1, 

- n represente 2 lorsque i = 0, et n represente un nombre 
entier allant de 3 a 1000, et de preference de 5 a 100, lorsque i = 1, 
etant entendu que lorsque n = 3, T immunoretroi'de correspondant 
repond a la formule AA1-AA2-AA3, 

- AAn represente un residu aminoacyle pouvant etre 
decarboxyle dont la fonction acide en a, si elle existe, est protegee 
eventuellement par un groupement Y, Y etant de type ester: -OR ou 
amide -NH 2 , ou -NRR\ 

les groupements R, R* pouvant representer des atomes 
d'hydrogene, des radicaux alkyle de 1 a 25 atomes de carbone, des 
radicaux contenant un groupe allyle et ayant de 3 a 25 atomes de 
carbone ou des radicaux contenant un groupe aryle et ayant de 6 a 
25 atomes de carbone, et notamment -CH3 (methyl), 
-CH 2 CH 3 (ethyl), -GH(CH 3 ) 2 (isopropyl), -C(CH 3 )3 (tertio-butyl), 
-O (phenyl), -CH2O (benzyl), -CH 2 -CH2<I> (2-phenyl-ethyl), - 
CH2CHCH2 (allyl), methyl-fluorenyl, -CH2CONH2 (glycolamide), 
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-CH2CON(I>2 (benzhydrylglycolamide), cette liste n' etant pas 
limitative, 

le groupement P etant de type urethane (Boc 
(tertbuty loxy carbony 1) , Fmoc (fluoreny lme thy loxycarbony 1) , Z 
(benzyloxycarbonyl), CH2CHCH2OCO- (ally loxycarbony 1) ou 
autre), 

et dans ces peptides parents de formule (I), Tune au moins des 
liaisons entre deux residus aminoacyles de la formule I etant 
une liaison -NH-CO-, et le cas echeant, Tun au moins des 
residus aminoacyles AA1 a AAn etant de chiralite opposee a 
celle du residu aminoacyle correspondant dans le peptide 
parent. 

ou avantageusement 

les immunoretroides repondant de preference a la formule (II) 
suivante: 

A-CH(Ri)-NH-[CO-CH(R k )-NH]j.i-CO-CH(Rj + i)-B (n) 
dans laquelle: 

- Rj, Rj + i representee les chaines laterales des residus 
impliques dans une ou plusieurs liaisons -NH-CO, 

- le nombre total de residus de la sequence est fixe a n oil n est 
un nombre entier super ieur a 1, et de preference de 3 a 1000, de 
preference de 3 a 100, 

- i, j, k, sont des parametres entiers definis de la fa^on 
suivante: 

1 < i < j < n. 

k = 0 si i = j et k prend les valeurs i + 1 a j, 
quatre cas de figure pouvant se presenter concernant la nature 
des blocs A et B: 

U i = 1 et j + 1 = n; 

A = H-, H 2 N-, P-HN-, RR'N-, H 2 NCO-, RR'NCO-, RCO- 
B = H-, -COOH, -COOR, -CONH 2 , -CONRR' , -NHCOR. 

21 i = let i-M *n: 

A = H-, H 2 N- t P-HN-, RR'N-, H 2 NCO-, RR'NCO-, RCO- 
B = -CO-NH-CH(Rj + 2 )- c O- - -NH-CH(R n )-CO-Y 
avec Y = -OH, -OR, -NH 2 , -NRR\ 





WO 95/24916 PCT/FR95/00292 



- 79 - 

11 i * 1 et j-M = n: 

A = X-HN-CHCR^-CO-.-.-NH-CHCRi.OCO-NH- 
avec X = H-, P-, R-, RCO- 

B = H-, -COOH, -COOR, -CONH 2 , -CONRR\ -NHCOR. 

5 

4Z i * 1 et j + 1 * n: 

A = X-HN-CHCRO-CO-.-.-NH-CHCRi.^CO-NH- 
avec X = H-, P-, R-, RCO- 

B = -CO-NH-CH(Rj +2 )-CO-...-NH-CH(R n )-CO-Y 
10 avec Y = -OH, -OR, -NH 2 , -NRR\ 



les groupements R, R' pouvant representer des atomes 
d'hydrogene, des radicaux alkyle de 1 a 25. atomes de carbone, des 
radicaux contenant un groupe allyle et ayant de 3 a 25 atomes de 

15 carbone ou des radicaux contenant un groupe aryle et ayant 6 a 25 

atomes de carbone, et notamment -CH3 (methyl), -CH2CH3 (ethyl), 
-CH(CH 3 ) 2 (isopropyl), -C(CH 3 ) 3 (tertio-butyl), -O (phenyl), -CH 2 
O (benzyl), -CH 2 -CH 2 0 (2-phenyl-ethyl), -CH 2 CHCH 2 (allyl), 
methyl-fluorenyl, -CH 2 CONH 2 (glycolamide), -CH 2 CON<D 2 

20 (benzhydrylglycolamide), cette liste n'etant pas limitative, 

le groupement P etant de type urethane (Boc 
(tertbutyloxycarbonyl), Fmoc (fluorenylmethyloxycarbonyl), Z 
(benzyloxycarbonyl), CH 2 CHCH 2 OCO- (allyloxycarbonyl) ou 
autre), 

25 la chiralite de chaque residu, qu'il soit implique ou non dans 

une ou plusieurs liaisons -NH-CO-, etant soit conservee, soit 
inversee par rapport aux residus aminoacyles correspondants 
constituant le peptide parent, 
ou 

30 * d' anticorps diriges contre les susdits immunoretroi'des (anticorps 

anti-immunoretroides) , 

lesdits immunoretroides etant susceptibles de former un complexe avec 
les susdits anticorps anti-immunoretroides ainsi qu'avec les anticorps diriges 
contre les peptides ou proteines parents (designes anticorps anti-parents), et/ou 
35 contre les enantiomeres de ces peptides ou proteines parents, 
pour la preparation: 

- d'un medicament destine a la prevention ou au traitement de 
pathologies associees a la presence, dans l'organisme d*un individu, d'une 
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proteine exogene ou endogene, susceptible d'etre reconnue par les anticorps 
anti-immunoretroides ou anti-parents susmentionnes, ou 

- d f un medicament destine a la prevention ou au traitement de 
pathologies impliquant les molecules du complexe majeur d* histocompatibility 
5 et/ou les recepteurs des cellules T, 

-d'un medicament destine a la prevention ou au traitement de 
pathologies associees a la presence dans Torganisme d'un individu d'un 
anticorps susceptible d'etre reconnu par un susdit immunoretroide, 

ou pour la mise en oeuvre d'une methode de diagnostic in vitro des 
10 pathologies susmentionnees. 

2. Utilisation selon la revendication 1 , caracterisee en ce que les 
immunoretroides sont des peptides totalement retro-inverso, ou partiellement 
retro-inverso ayant au moins deux liaisons "retro-inverso" consecutives, et 

15 notamment deux liaisons retro-inverso consecutives. 

3. Utilisation selon la revendication 1 , caracterisee en ce que les 
immunoretroides sont des peptides totalement retro, ou partiellement retro 
ayant au moins deux liaisons retro consecutives, et notamment deux liaisons 
retro consecutives. 

20 

4. Anticorps anti-immunoretroides polyclonaux ou monoclonaux tels 
qu'obtenus par immunisation d'un animal avec au moins un immunoretroide, 
selon la revendication 1, lesdits anticorps etant susceptibles de former un 
complexe avec des immunoretroides, et/ou avec les peptides ou proteines 

25 parents correspondant a ces derniers, et caracterises en ce qu'ils reconnaissent 
le peptide parent ou la proteine parente avec une affinite au moins egale a celle 
presentee par les anticorps anti-peptide parent ou anti-proteine parente vis a 
vis du peptide parent ou de la proteine parente. 

30 5. Anticorps selon la revendication 4, caracterises en ce qu'ils 

reconnaissent 

- les peptides retro-inverso, et/ou les peptides ou proteines parents 
correspondants, notamment les peptides ou proteines parents de configuration 
L, ou 

35 - les peptides retro, et/ou les enantiomeres des peptides ou proteines 

parents correspondants, notamment les enantiomeres des peptides ou proteines 
parents de configuration L. 
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6. Anti-idiotypes susceptibles de former un complexe avec les anticorps 
selon Tune des revendications 4 ou 5, tels qu'obtenus par immunisation d'un 
animal avec lesdits anticorps selon Tune des revendications 4 ou 5. 

7. Complexe antigene-anticorps caracterise en ce qu'il est consume par 
l'un des complexes suivants: 



10 



- peptide parent 



anticorps dirige contre 
un peptide retro-inverso 
correspondant au peptide parent 



15 



- proteine parente 



anticorps dirige contre un peptide 
retro-inverso correspondant a un 
peptide parent issu de la proteine 
parente 



20 



- proteine parente 



anticorps dirige contre un peptide 
retro correspondant a un 
peptide parent issu de la proteine 
parente 



25 



- peptide parent 



- peptide retro-inverso 
correspondant a un peptide 
parent 



anticorps dirige contre un 
peptide retro correspondant a 
l'enantiomere du peptide parent 

anticorps dirige contre 
le peptide parent 



30 



- peptide retro-inverso 
correspondant a un peptide 
parent issu de la proteine 
parente 



anticorps dirige contre 
la proteine parente 



35 



- peptide retro-inverso 
correspondant a un peptide 
parent 



anticorps dirige contre 
un peptide retro-inverso 
correspondant au peptide parent 
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- peptide retro-inverso 
correspondant a un peptide 
parent 

5 - enantiomere d'un 

peptide parent 

- enantiomere d'un 
10 peptide parent 



anticorps dirige contre un 
peptide retro correspondant a 
r enantiomere du peptide parent 

anticorps dirige contre un 

peptide retro correspondant 

a T enantiomere du peptide parent 

anticorps dirige contre un peptide 
retro-inverso correspondant au 
peptide parent 



- peptide retro correspondant - anticorps dirige contre 
a un peptide parent issu la proteine parente 

15 de la proteine 

parente 



- peptide retro - anticorps dirige contre 

correspondant a V enantiomere du peptide parent 

20 1 ' enantiomere d ' un peptide 

parent 



- peptide retro correspondant 
a T enantiomere 

d'un peptide parent 

- peptide retro 
correspondant a 

T enantiomere d'un peptide 
parent 



anticorps dirige contre un peptide 
retro-inverso correspondant au 
peptide parent 

anticorps dirige contre 

un peptide retro correspondant a 

r enantiomere du peptide parent 



et de preference, caracterise en ce qu'il est constitue par Tun des complexes 
suivants: 



- proteine parente - anticorps dirige contre un peptide 

retro-inverso correspondant a un 
peptide parent issu 
de la proteine parente 
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- peptide parent 



- peptide retro-inverso 
correspondant a un peptide 
parent 

- peptide retro-inverso 
correspondant a un peptide 
parent 



anticorps dirige contre 
un peptide retro-inverso 
correspondant au peptide parent 

anticorps dirige contre 

le peptide parent ou la proteine 

parente 

anticorps dirige contre 
un peptide retro-inverso 
correspondant au peptide parent 



8. Complexe entre un immunoretroide tel que defini dans la 
revendication 1, et un element du complexe d' histocompatibility majeur 
(encore designe complexe MHC-immunoretroide), et eventuellement un 
recepteur de cellules T (encore designe complexe MHC-immunoretrofde- 
recepteur T). 

9. Complexe entre un immunoretroide tel que defini dans la 
revendication 1, et un recepteur de cellules T. 

10. Methode de diagnostic in vitro de pathologies associees a la presence 
dans Torganisme d'un patient, d'une proteine exogene ou endogene, 
susceptible d'etre directement ou indirectement impliquee dans le processus 
d'apparition et/ou de developpement de ces pathologies, caracterisee en ce 
qu'elle comprend: 

- la mise en contact d'un echantillon biologique provenant d'un patient 
susceptible d'etre porteur d' anticorps dirige contre ladite proteine, avec un 
immunoretroide selon la revendication 1, 1' immunoretroide etant 
avantageusement 

- un peptide retro-inverso correspondant a tout ou partie de 
ladite proteine endogene ou exogene, ou correspondant a un peptide 
susceptible d'etre reconnu par des anticorps reconnaissant eux-memes la 
proteine exogene ou endogene, ou 

- un peptide retro correspondant a tout ou partie de ladite 
proteine endogene ou exogene, ou correspondant a un peptide susceptible 
d'etre reconnu par des anticorps reconnaissant eux-memes la proteine exogene 
ou endogene, 
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dans des conditions permettant la reaction entre les anticorps diriges contre la 
proteine et susceptibles d'etre presents dans l'echantillon biologique, et le 
susdit immunoretroide; 

- la detection in vitro du complexe antigene - anticorps selon la 
5 revendication 7, susceptible d'etre forme a l'etape precedente ou 

- la detection in vitro d* anticorps circulants chez le patient par un test de 
competition en utilisant un anticorps anti-immunoretroide. 

11. Methode de diagnostic in vitro de pathologies associees a la presence 
10 dans 1'organisme d'un patient d'une proteine exogene ou endogene, susceptible 
d'etre directement ou indirectement impliquee dans le processus d' apparition 
et/ou de developpement de ces pathologies, ladite methode etant caracterisee 
en ce qu'elle comprend: 

- la mise en contact d'un echantillon biologique provenant d'un patient 
15 susceptible d'etre porteur de ladite proteine, avec Tun au moins des anticorps 

selon Tune des revendications 4 ou 5, les anticorps etant avantageusement 
diriges contre 

- un peptide retro-inverso correspondant a tout ou partie de 
ladite proteine endogene ou exogene, ou 
20 - un peptide retro correspondant a tout ou partie de ladite 

proteine endogene ou exogene, 

dans des conditions permettant la reaction entre la proteine susceptible d'etre 
presente dans l'echantillon biologique, et les susdits anticorps diriges contre le 
susdit immunoretroide; 
25 - la detection in vitro du complexe antigene - anticorps selon la 

revendication 7, susceptible d'etre forme a l'etape precedente, ou 

- la detection d'antigenes circulants chez le patient dans des tests de 
competition en utilisant un immunoretroide selon la revendication 1 . 

30 12. Necessaire ou kit pour la mise en oeuvre de methodes de diagnostic 

in vitro selon l'une des revendications 10 ou 11, comprenant: 

- un immunoretroide choisi parmi un peptide retro-inverso et/ou un 
peptide retro correspondant a tout ou partie de ladite proteine endogene ou 
exogene, ou correspondant a un peptide susceptible d'etre reconnu par des 

35 anticorps reconnaissant eux-memes la proteine exogene ou endogene, ou bien 
des anticorps selon Tune des revendications 4 ou 5, diriges contre ce peptide 
retro-inverso et/ou ce peptide retro; 

- des reactifs pour rendre un milieu apte a la formation d'une reaction 
immunologique; 
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- des reactifs permettant de detecter le complexe antigene - anticorps 
selon la revendication 7, qui a ete produit a Tissue de la reaction 
immunologique, lesdits reactifs contenant eventuellement un marqueur ou etant 
susceptibles d'etre reconnus a leur tour par un reactif marque, plus 
5 particulierement dans le cas ou l 1 immunoretroide ou les anticorps anti- 
immunoretroides susmentionnes ne sont pas marques. 

13. Utilisation d'au moins un immunoretroide selon la revendication 1, 
pour la preparation d'un medicament destine a la prevention ou au traitement 
10 de pathologies associees a la presence dans l'organisme d'un individu, d'une 
proteine exogene ou endogene susceptible d'etre directement ou indirectement 
impliquee dans le processus d' apparition et/ou de developpement de ces 
pathologies. 

15 14. Composition pharmaceutique, notamment vaccin, caracterisee en ce 

qu'elle comprend un anti-idiotype selon la revendication 6, en association avec 
un vehicule physiologiquement acceptable. 

15. Utilisation d'au moins un immunoretroide selon la revendication 1, 
20 pour la preparation d'un vaccin dans le cadre de la prevention de pathologies 
associees a la presence dans Torganisme d'un individu, d'une proteine 
exogene ou endogene susceptible d'etre reconnue par les anticorps diriges 
contre les immunoretroides ou diriges contre les anti-idiotypes. 

25 16. Composition pharmaceutique caracterisee en ce qu'un 

immunoretroide selon la revendication 1, ou un anti-idiotype selon la 
revendication 6, sont associes a une molecule porteuse proteique ou non 
pouvant induire in vivo la production d' anticorps neutralisant la proteine 
exogene ou endogene responsable de la pathologic ou induire in vivo une 

30 reponse immune cellulaire cytotoxique. 

17. Composition pharmaceutique, caracterisee en ce qu'elle comprend 
des anticorps selon Tune des revendications 4 ou 5, en association avec un 
vehicule physiologiquement acceptable. 

35 
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Figure 8 
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